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ED 


经 过 了 十 年 漫长 的 等 待人 《分子 生 物 学 ;第 二 版 终于 出 版 了 ,对 此 我 既 感 到 十 分 的 遗憾 ,又 感到 特别 的 激动 。 遗 
憾 的 是 ,十 年 的 时 间 对 于 分 子 生物 学 这 样 的 学 科 来 说 ,意味 着 有 太 多 太 多 的 进展 ,这 么 久 才 更 新 显然 有 些 滞 后 了 ! 然 
而 , 令 人 激动 的 是 ,毕竟 慢 工 出 细 活 。 经 过 这 么 长 时 间 的 精心 准备 和 精 雕 细 琢 ,第 二 版 教材 的 质量 有 了 根本 的 改善 。 

《分 子 生 物 学 ;第 一 版 也 很 成 功 , 曾 经 获得 华东 六 省 一 市 大 学 出 版 社 优秀 教材 一 等 奖 。 而 第 二 版 在 保留 第 一 版 
全 部 优点 和 特色 的 基础 土 ,做 了 许多 优化 改进 和 创新 。 这 些 优化 .改进 和 创新 包括 

(1) 内 容 进行 了 全 面 的 更 新 ,包括 每 一 章 后 面 提供 的 文献 和 推荐 网 址 。 例 如 ,增加 了 CRISPR 系统 .基因 组 编 
辑 . 表 观 遗 传 InRNA 和 新 一 代 DNA 测序 技术 等 内 容 , 引 用 文献 截止 到 2017 年 8 月 。 

(2) 可 读 性 、 易 读 性 进一步 提高 。 全 书 的 每 一 个 句子 都 经 过 了 字 基 名 酌 、 反 复 推敲 。 

(3) 全 书 结构 体系 做 了 一 些 调整 ,特别 是 考虑 到 古 菌 与 真 核 生物 在 分 子 生 物 学 的 各 种 机 制 上 更 加 相似 ,因此 不 
再 简单 地 按照 原核 生物 和 真 核 生物 来 组 织 各 章 内 容 , 而 是 按照 细菌 、 真 核 生 物 和 古 菌 三 个 域 来 组 织 。 

(4) 教材 中 引入 了 新 的 元 素 ,就 是 文中 穿插 了 许多 小 框 和 随 文 小 测验 (quiz)。 小 框 中 有 分 子 生物 学 的 最 新 动 
态 ,趣事 .应 用 和 科学 小 故事 等 。 小 框 中 丰富 多 彩 的 内 容 可 进一步 激发 读者 学 习 分 子 生 物 学 的 兴趣 ,而 小 测验 可 以 
让 读者 带 着 问题 去 学 习 。 另 外 ,每 一 章 的 小 结 仍然 设计 成 填充 的 形式 ,这 样 可 以 让 读者 自己 去 总 结 。 

(5) 特 配 数字 课程 ,内 有 杨 荣 武 教授 讲授 的 本 课程 的 全 程 录像 ,读者 可 以 利用 书 中 的 二 维 码 ,在 有 网 络 的 情况 
下 随时 观看 录像 视频 ,此 外 ,还 有 许多 辅助 教学 和 学 习 的 资料 可 供 下 载 。 这 不 仅 有 助 于 读者 的 学 习 和 教师 的 教学 ， 
还 在 读者 和 编者 之 间 提 供 了 一 种 相互 交流 和 学 习 的 平台 。 

(6) 提供 了 四 套 PPT 课件 ,中 ,英文 简 版 和 全 版 各 一 套 , 相 信 这 对 于 许多 学 校正 在 推行 的 双语 教学 应 该 很 有 帮助 。 

(7) 为 了 提高 学 习 效果 ,本 版 改 为 了 双色 版 ,从 而 使 反应 主线 特别 是 图 表 显 示 的 部 分 更 加 突出 内容 更 加 鲜 活 生动 。 

(8) 配套 的 4 分 子 生 物 学 学 习 指 南 与 习题 解析 ;将 很 快 更 新 。 

第 二 版 的 主编 是 南京 大 学 的 杨 荣 武 教授 , 副 主编 是 浙江 理工 大 学 的 盛 清 教 授 和 南京 大 学 的 卢 彦 老师 ,参加 编写 
的 还 有 南京 大 学 的 藏 宇 辉 .王小明 和 丁 智 ,江苏 科技 大 学 的 罗 姑 ,河南 牧 业 经 济 学 院 的 王 永 芬 ,山东 师范 大 学 的 杜 希 
华 , 西 南大 学 的 刘 堰 ,牡丹 江 师范 学 院 的 田 新 民 , 东 北林 业 大 学 的 幸 富 霞 ,中 国 海洋 大 学 的 杨 艳 以 及 皖南 医学 院 的 汪 
若 等 老师 。 

在 编写 的 过 程 中 ,对 我 们 支持 最 多 的 显然 是 我 们 的 家 人 。 在 此 ,我 们 想 对 他 们 大 声 地 说 一 声 谢谢 ,谢谢 对 我 们 
工作 的 全 力 支 持 。 当 然 还 要 感谢 我 最 最 可 爱 的 学 生 们 ,尤其 是 2013 级 生 科 院 的 刘 苗 ,高 雅 雯 以 及 医学 院 的 李 竹 同 
学 ,她 们 参与 了 对 第 二 版 的 校对 ,并 从 学 生 的 角度 提供 了 许多 修改 的 建议 ,以 及 宋 把 松 同 学 ,他 为 第 二 版 设计 了 封 
面 。 还 要 特别 感谢 所 有 第 一 版 的 读者 ,谢谢 你 们 对 这 本 教材 的 厚爱 。 最 后 ,还 要 感谢 苹果 公司 ,因为 我 几乎 所 有 章 


节 的 内 容 都 是 在 iPad pro 上 完成 的 。 
We 


2017 年 9 月 于 南京 


分 子 生 物 学 是 在 分 子 水 平 上 研究 生物 大 分 子 的 结构 与 功能 的 学 科 , 其 研究 的 核心 内 容 是 基因 的 化 学 本 质 和 基 
因 复 制 、. 罕 变 及 表达 的 分 子 机 制 。 如 果 以 Watson 和 Crick 提出 DNA 双 螺 旋 结 构 作 为 这 门 学 科 诞生 的 标志 ,那么 分 
子 生 物 学 的 发 展 已 有 半 个 多 世纪 。 在 过 去 的 50 多 年 里 ,分 子 生 物 学 发 生 了 翻天 履 地 的 变化 , 它 的 变化 也 极 大 地 带 
动 和 推进 了 其 他 许多 学 科 的 发 展 。 可 以 说 当今 的 分 子 生 物 学 已 经 渗透 到 生命 科学 的 各 个 方面 。 

为 了 能 够 充分 反映 这 一 门 学 科 的 核心 内 容 和 最 新 进展 ,急需 一 本 既 与 时 俱 进 又 通俗 易 懂 的 新 教材 。 上 个 世纪 
80 年 代 末 ,南京 大 学 的 孙 乃 恩 教 授 曾经 编写 一 本 在 全 国 颇 有 影响 的 《分 子 遗传 学 ;教科书 。 到 2005 年 为 止 , 孙 先生 
的 教材 已 重印 过 15 次 。 然 而 ,由 于 种 种 原因 ,这 本 教材 的 内 容 一 直 没 能 更 新 ,显然 ,与 当今 分 子 生 物 学 发 展 的 速度 
相 比 , 书 中 的 许多 内 容 已 显 陈旧 了 。 为 此 我 们 在 原来 的 (分 子 遗 传 学 ?的 基础 上 ,重新 编著 了 这 本 《分 子 生 物 学 》, 乔 
望 这 本 新 教材 既 能 继承 孙 先 生 教材 的 诸多 优点 ,也 能 克服 原 教 材 中 的 一 些 不 足 。 

这 本 新 版 的 (分 子 生 物 学 》 具 有 以 下 特点 :(1) 在 内 容 上 ,突出 了 “新 ” 字 , 充 分 反映 了 本 学 科 发 展 的 最 新 成 果 。 
例如 ,在 本 书 的 相关 章节 增加 了 RNA 聚合 酶 作用 的 “ 热 环 轮 ?模型 .RNA 核 开 关 、RNA 干扰 和 蛋白质 的 反 式 拼接 
等 。 考 虑 到 本 学 科 发 展 的 特点 ,以 后 我 们 将 随时 更 新 本 书 内 容 ;(2) 在 介绍 重要 的 分 子 生 物 学 原理 的 时 候 , 已 不 再 
仅 局 限于 介绍 现成 的 结论 ,而 是 更 多 描述 相关 的 背景 知识 。 为 了 激发 读者 的 学 习 兴 趣 , 启 发 学 生 的 创新 意识 和 思 
维 ,在 主要 的 章节 后 面 附 有 具 启 发 性 的 科学 故事 。 例 如 ,在 第 9 章 蛋 白质 的 生物 合成 这 一 章 , 附 有 的 科学 故事 是 
RNA 领带 俱乐部 与 遗传 密码 的 破译 ;(3) 在 编写 过 程 中 ,吸收 了 南京 大 学 生命 科学 学 院 的 部 分 优秀 学 生 的 参与 , 认 
真 听取 他 们 的 意见 。 他 们 的 主要 任务 是 “ 试 读 教 材 ", 以 保障 教材 的 通俗 易 懂 性 ; (4) 在 编排 体系 上 ,力求 做 到 各 章 
节 之 间 的 衔接 和 连续 性 , 尽 可 能 避免 不 必要 的 重复 。 每 一 章 有 引言 .主题 内 容 . 小 结 、 科 学 故事 .参考 文献 .推荐 网 址 
和 思考 题 ;(5) 小 结 以 填充 题 的 形式 给 出 ,这 为 读者 提供 了 一 次 自我 检测 的 机 会 ;(6) 提供 了 配套 的 光盘 。 在 光盘 
中 ,有 各 章节 图 表 的 彩 图 ,以 方便 读者 能 够 借助 高 清晰 的 彩 图 更 加 直观 地 理解 复杂 的 分 子 机 制 。 

本 书 的 使 用 对 象 包括 综合 性 院 校 、 医 学 院 . 农 林 院 校 及 师范 院 校 的 与 生命 科学 相关 专业 的 本 科 生 使 用 ,也 可 供 
相关 专业 的 教师 .研究生 和 科技 工作 者 使 用 。 

最 后 , 囊 心 希望 这 本 书 的 出 版 能 够 为 我 国 的 分 子 生物 学 的 发 展 和 分 子 生 物 学 知识 的 普及 做 出 一 点 贡献 。 


相 大 起 


2007 年 1 月 于 南京 


人 致 学 生 的 一 封 公开 信 


亲爱 的 同学 ,你 好 ! 

首先 要 非常 感谢 你 使 用 本 教材 ! 希望 这 本 教材 会 让 你 喜欢 上 分 子 生 物 学 ,并 对 你 学 好 分 子 生物 学 有 帮助 ! 同 
时 ,还 特别 希望 你 能 对 本 教材 提出 宝贵 的 意见 ,以 便 再 版 的 时 候 进 行 改进 ,从 而 使 这 本 教材 日 至 完善 , 越 编 越 好 。 我 
一 直 认 为 ,你 们 对 一 本 教材 的 评价 是 最 有 发 言 权 的 ,因此 我 特别 看 重 你 的 建议 。 请 给 我 的 邮箱 (robertyang@mnju. 
edu. en 或 askmenow@Bhoever com) 发 邮件 吧 ,或 者 加 我 微 信 ( 微 信号: njuyangsir”) ,给 我 留言 吧 ! 我 的 目标 是 让 
这 本 教材 早日 成 为 中 国 最 好 的 中 文 分 子 生 物 学 教材 之 一 。 要 想 实 现 这 个 目标 ,你 的 帮助 和 支持 是 必 不 可 少 的 。 

为 了 让 你 能 更 好 地 使 用 本 教材 ,让 它 更 好 地 能 为 你 服务 ,我 这 里 有 几 点 建议 , 仅 供 参 考 。 

(1) 让 自己 喜欢 上 分 子 生物 学 

在 学 习 这 门 课 之 前 ,你 可 能 已 从 学 长 那里 得 到 一 些 有 关 这 门 课 的 信息 。 你 所 得 到 的 信息 中 ,最 多 的 可 能 是 这 门 
课 有 多 难 学 ,就 像 当 初学 习 生 物化 学 一 样 。 但 你 不 能 因此 就 不 敢 去 学 ,或 者 失去 学 习 的 兴趣 。 我 始终 认为 ,要 想 学 
好 一 门 课 , 你 首先 得 让 自己 喜欢 上 这 门 课 。 当 然 , 让 你 喜欢 上 分 子 生 物 学 是 要 有 理由 的 :首先 ,分 子 生 物 学 很 有 用 。 
从 分 子 生物 学 课 中 ,你 可 以 得 到 很 多 与 健康 疾病、 医药 营养、 保健、 防 病 和 治 病 等 有 关 的 知识 。 这 些 知 识 可 以 让 你 
受用 一 辈子 ,而 且 你 也 可 以 将 这 些 分 子 生 物 学 知识 传播 给 你 的 家 人 和 朋友 。 电 视 上 每 天 都 充斥 着 各 种 骗 人 的 医药 、 
保健 品 的 广告 ,这 些 广告 利用 的 就 是 大 众 缺 乏 生 化 .分子 生 物 学 等 知识 这 一 点 。 这 里 请 允许 我 问 你 几 个 问题 ,看 你 
知道 不 知道 ”抽烟 和 熬夜 究竟 为 什么 不 利于 健康 ”为 什么 路 边 的 野 蘑菇 你 不 要 乱 采 ? 为 什么 腌 制 的 食品 不 能 多 
吃 ? 什么 是 表 观 遗传 ? 什么 是 基因 组 编辑 ”你 有 多 少 个 编码 蛋白 质 的 基因 ? 有 天 生 不 会 得 艾滋 病 的 人 吗 ? 这 些 问 
题 的 答案 ,在 我 这 本 教科 书 上 你 都 能 找到 。 其 次 ,学 好 分 子 生 物 学 是 你 学 好 生命 科学 其 他 课程 以 及 将 来 从 事 生命 科 
学 研究 的 基础 ,你 要 知道 分 子 生 物 学 不 仅 作为 一 门 学 科 ,而且 作 为 一 项 工具 与 生命 科学 其 他 学 科 、 医 学 和 农学 早已 
经 深度 整合 在 一 起 了 。 很 难 想象 ,没有 分 子 生物 学 的 生命 科学 .医学 和 农学 等 会 什么 样子 ! 

(2) PPT 课件 的 使 用 

建议 你 事先 将 PPT 课件 打印 出 来 ,上 课 前 能 预习 一 下 ,听课 的 时 候 可 以 在 打印 稿 上 直接 做 笔记 。 如 果 你 想 趁 
机 提高 自己 的 专业 英语 水 平 , 就 打印 英文 PPT 吧 。 专 业 英 语 不 是 你 想象 的 那样 难 , 平 时 多 看 看 就 习惯 了 。 此 外 ,在 
看 英文 PPT 的 时 候 , 要 注意 单词 的 发 音 , 而 发 音 的 时 候 要 特别 注意 重音 的 位 置 。 为 了 方便 你 自己 与 老外 同行 进行 
-学术 交流 ,就 大 胆 地 将 专业 词汇 读 出 来 吧 ! 

(3) 教科 书 内 容 的 取舍 

学 好 分 子 生物 学 ,平时 应 该 多 花 点 时 间 去 阅读 教材 。 但 书 上 的 内 容 不 是 每 一 个 部 分 都 要 看 的 。 这 取决 于 你 想 
掌握 多 少 分 子 生 物 学 知识 或 者 你 的 任课 老师 要 求 你 掌握 多 少 。 当 然 , 你 首先 应 该 阅读 与 老师 上 课 讲 到 的 相关 内 容 ， 
其 次 阅读 你 感 兴趣 的 部 分 。 此 外 ,在 阅读 的 时 候 , 最 好 结合 我 在 书 上 提出 来 的 问题 (quiz) ,或 者 自己 提出 问题 。 对 
于 我 给 出 的 问题 ,要 尽量 自己 去 解决 ,如 果 解 决 不 了 ,再 去 问 老 师 ,或 者 去 网 上 查阅 答案 。 

(4) 小 框 和 科学 故事 的 使 用 

本 教材 中 有 许多 小 框 和 科学 故事 ,小 框 中 的 内 容 和 科学 故事 十 分 有 趣 ,强烈 建议 你 课 后 好 好 看 看 ,以 享受 学 习 
分 子 生物 学 给 你 带 来 的 乐趣 。 但 是 , 单 是 看 看 是 不 够 的 ,最 好 看 过 以 后 多 多 思考 故事 给 你 带 来 的 启示 ,更 希望 你 能 
根据 分 子 生物 学 中 其 他 经 典 的 发 现 和 最 新 的 突破 写成 你 的 小 框 故 事 。 如 果 你 愿意 ,我 可 以 将 你 的 小 框 故事 放 到 下 
一 版 本 的 《分 子 生 物 学 ?中 ,让 更 多 的 人 分 享 你 的 故事 。 


(5) 书 中 文献 的 使 用 

本 教材 的 每 一 章 后 面 都 有 参考 文献 ,有 经 典 的 ,也 有 最 新 的 。 如 何 使 用 这 些 文 献 呢 ? 我 建议 你 有 选择 地 去 阅 
读 , 一 些 特别 经 典 的 文献 是 非 读 不 可 的 ,如 Watson 和 Crick 有 关 DNA 双 螺 旋 结 构 的 论文 ,还 有 一 些 最 新 的 文献 你 
也 可 以 找 几 篇 好 好 研读 一 下 。 

(6) 如 何 利用 书 中 推荐 的 网 址 

在 每 一 章 的 后 面 ,我 都 精 选 了 若干 与 此 章 内 容 相 关 的 网 址 ,而 在 全 书 的 最 后 也 推荐 了 多 个 有 用 的 网 站 。 建 议 你 
有 空 就 去 看 一 看 ,我 想 这 些 网 站 对 你 的 分 子 生 物 学 学 习 肯 定 有 很 多 帮助 。 像 维基 百科 (http://en. wikipedia. org) 和 
每 日 科学 新 闻 Chttp://www. sciencedaily. com) ,我 建议 你 每 天 都 可 以 去 浏览 浏览 ,它们 对 拓宽 你 的 知识 面 是 非常 有 
帮助 的 。 

(7) 如 何 使 用 与 这 本 教材 配套 的 《分 子 生 物 学 学 习 指 南 与 习题 解析 》 

为 了 能 让 你 更 好 地 学 好 分 子 生 物 学 ,我 还 专门 编写 了 一 本 与 本 教材 配套 的 《分子 生物 学 学 习 指南 与 习题 解析 )》。 
在 这 本 辅助 教材 中 ,不 仅 有 很 多 富 于 启发 性 的 例题 .习题 及 其 解析 过 程 , 还 有 很 多 有 用 的 学 习 方 法 .知识 点 总 结 和 记 
忆 秘 诀 。 建 议 你 不 妨 去 图 书馆 借阅 或 者 自己 购买 一 本 。 

(8) 如 何 考 出 好 的 成 绩 

每 一 个 学 生 都 想 最 后 在 分 子 生物 学 课 上 考 出 好 的 成 绩 。 对 此 我 的 建议 是 ,你 首先 要 搞 清 楚 你 的 任课 老师 的 评 
分 标准 。 请 参考 评分 标准 ,来 制定 你 的 学 习 计 划 。 其 次 ,按照 “<I hear，I forgetf I see，I rernember; I do，[ 
understand”, 即 “ 我 听 ,我 忘 ;我 看 ,我 记得 了 ;我 做 ,我 理解 了 ”这 一 句 话 去 做 。 这 人 句 话 中 的 听 是 听课 ,看 是 看 书 , 做 
是 做 题目 和 做 实验 。 最 后 , 千 万 不 可 临时 抱佛脚 。 分 子 生 物 学 内 容 太 多 了 ,平时 多 看 点 .多 做 点 吧 ! 

祝 学 习 分 子 生 物 学 过 程 顺 利 .愉快 并 取得 成 功 ! 
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致 同行 的 一 封 公开 信 


尊敬 的 同行 ,您 好 ! 

谢谢 您 选用 本 教材 。 希 望 这 本 教材 对 您 的 分 子 生物 学 课程 的 教学 会 有 帮助 ! 同时 还 特别 希望 您 能 对 本 教材 提 
出 宝贵 的 意见 ,以 便 再 版 的 时 候 进行 改进 ,从 而 使 这 本 教材 越 编 越 好 。 我 的 目标 是 让 这 本 教材 早日 成 为 中 国 最 好 的 
中 文 分 子 生物 学 教材 之 一 。 要 想 实现 这 个 目标 ,显然 您 的 帮助 和 支持 是 必 不 可 少 的 。 

为 了 让 您 能 更 好 地 使 用 本 教材 ,我 这 里 有 几 点 建议 , 仅 供 参考 。 

(1) 课件 的 选择 

与 本 教材 配套 的 共有 四 套 PPT 课件 ,两 套 英文 ,两 套 中 文 。 英 文 课件 用 于 双语 教学 。 中 英文 课件 中 各 有 高 级 
版 和 初级 版 丙种。 究竟 使 用 何 种 版 本 取决 于 您 的 课时 多 少 。 初 级 版 涉及 的 是 分 子 生 物 学 最 基础 和 最 重要 的 内 容 ， 
高 级 版 则 在 初级 版 内 容 的 基础 上 有 很 多 扩充 ,在 内 容 的 深度 和 广度 都 有 很 大 提高 。 

(2) 课件 的 使 用 

在 使 用 PPT 课件 的 时 候 ,我 认为 最 重要 的 一 点 是 切忌 照 着 PPT 一 条 一 条 去 念 ,否则 会 让 学 生 和 昏 苷 欲 睡 , 慢 慢 
天 失 学 习 的 兴趣 ! PPT 不 是 万 能 的 ,有 时 候 适 当地 做 做 板书 还 是 有 必要 的 ,甚至 可 以 考虑 不 定期 地 进行 “ 裸 讲 ”。 

(3) 授课 内 容 的 取舍 

在 使 用 任何 一 本 教材 的 时 候 , 上 面 的 内 容 不 可 能 也 不 需要 都 去 讲授 。 在 这 个 学 时 不 断 被 压缩 的 年 代 , 对 于 日 新 
月 异 的 分 子 生物 学 来 说 ,在 有 限 的 学 时 内 完成 高 质量 的 教学 是 很 困难 的 。 对 此 我 的 建议 : 先 将 教科 书 上 的 内 容 分 为 
课堂 上 必 讲 的 部 分 、 给 学 生 自学 的 部 分 .与 其 他 课程 (如 生物 化 学 、. 细 胞 生物 学 和 遗传 学 ) 重 每 的 部 分 和 有 兴趣 才 需 
要 学 的 部 分 。 我 们 教师 应 该 将 课本 上 最 难 又 最 重要 的 部 分 作为 课堂 必 讲 的 内 容 ,那些 很 容易 理解 的 内 容 可 让 学 生 
自学 ,而 那些 与 其 他 课程 重 秋 的 内 容 事先 最 好 与 其 他 课程 的 老师 进行 协调 ,以 避免 不 必要 的 重复 。 像 分 子 生 物 学 书 
上 有 关 核 苷 酸 这 样 的 内 容 , 完 全 可 以 省 去 不 讲 , 因 为 它 在 生物 化 学 课程 中 肯定 已 经 讲 过 。 分 子 生 物 学 发 展 史 有 关内 
容 可 以 让 学 生 去 自学 。 另 外 ,我 还 建议 ,有 关 实 验 技术 的 内 容 (如 基因 工程 ) 可 以 直接 留 给 实验 课 的 老师 。 

(4) 书 中 quiz 的 用 途 

在 本 教材 上 ,每 一 章 的 内 容 中 都 插 有 富有 启发 性 的 quiz, 这 些 quiz 紧 扣 书 上 相关 的 内 容 。 我 建议 可 利用 这 些 
quiz, 在 课堂 上 组 织 学 生 进行 讨论 。 为 了 吸引 学 生 能 够 主动 参与 讨论 ,可 将 其 作为 平时 成 绩 的 一 部 分 。 我 所 使 用 的 
方法 是 课堂 参与 有 5 分 奖励 ,作为 100 分 以 外 的 附加 分 ,每 参与 一 次 课堂 讨论 就 统计 一 次 ,最 后 参与 次 数 最 多 的 就 
可 得 5 分 附加 分 ,其 他 人 根据 次 数 的 多 少 ,得 相应 的 附加 分 。 

(5) 小 框 和 科学 故事 的 使 用 

本 教材 中 有 许多 小 框 和 科学 故事 ,小 框 中 的 内 容 和 科学 故事 十 分 有 趣 , 估 计 学 生 课 后 都 会 自己 去 看 。 但 单 是 看 
看 是 不 够 的 ,我 认为 可 以 让 学 生 选 择 一 个 科学 故事 来 写 一 点 心得 体会 ,或 者 让 学 生 自己 根据 最 新 的 科学 进展 来 创作 
小 框 故事 。 这 样 做 可 更 好 地 激发 学 生 学 习 分 子 生 物 学 的 兴趣 ,也 可 以 培养 学 生 的 科研 思维 。 

(6) 书 中 文献 的 使 用 

本 教材 的 每 一 章 后 面 都 有 参考 文献 ,有 经 典 的 ,也 有 最 新 的 。 如 何 使 用 这 些 文献 呢 ? 我 的 建议 是 有 选择 地 叫 学 
生 去 阅读 ,如 Watson 和 Crick 有 关 DNA 双 螺旋 结构 的 文献 是 一 定 要 让 学 生 去 阅读 的 ,如 果 你 在 进行 双语 教学 ,可 
让 学 生 将 阅读 的 文献 翻译 成 中 文 , 并 提供 机 会 ,让 学 生 之 间 进 行文 献 阅 读 和 翻译 的 交流 。 

(7) 第 一 堂 分 子 生物 学 课 怎么 上 

第 一 次 分 子 生物 学 课 非 常 重要 ,直接 关系 到 学 生 对 这 门 课 的 兴趣 。 因 此 ,我 认为 老师 一 定 要 在 第 一 次 课 上 动员 


I 


一 切 可 用 的 手段 ,激发 学 生 学 习 分 子 生 物 学 的 兴趣 ,另外 可 在 第 一 次 课 上 把 评分 标准 .课程 要 求 和 纪律 讲 清楚 。 有 
的 老师 喜欢 在 第 一 堂 课 上 大 谈 分 子 生 物 学 的 历史 ,我 认为 并 不 适合 。 与 其 大 谈 遥 远 的 分 子 生物 学 发 展 史 ,不 如 多 讲 
些 最 新 的 分 子 生 物 学 进展 和 突破 。 这 里 我 想 把 我 每 学 期 第 一 次 课 讲 授 的 主要 内 容 与 各 位 同行 分 享 一 下 : 

夜 致 欢迎 辞 。 

认 让 一 位 同学 谈 谈 自己 对 分 子 生 物 学 这 门 课 的 认识 。 

夜 介绍 课堂 要 求 和 课堂 纪律 。 

认 公布 评分 标准 。 

夜 介绍 学 好 分 子 生 物 学 的 技巧 (可 请 上 一 届 学 得 比较 好 的 学 生 到 现场 介绍 学 习 心 得 )。 

讽 介绍 近 两 年 诺 贝 尔 化 学 奖 和 庇 贝 尔 医学 及 生理 学 奖 有 关 生 化 和 分 子 生物 学 的 内 容 。 

交 介绍 当年 和 以 前 的 由 科学 杂志 评选 的 年 度 分 子 或 年 度 突破 。 

夜 介绍 什么 是 分 子 生 物 学 以 及 分 子 生物 学 的 主要 内 容 。 

夜 介绍 分 子 生物 学 的 用 途 。 

次 最 后 播放 两 段 视 频 : 一 是 由 哈佛 大 学 制作 的 模拟 细胞 内 发 生 的 各 种 分 子 事件 的 动画 视频 ;二 是 我 的 结构 生 
物化 学 MOOC 宣传 片 的 视频 。 这 两 段 视 频 的 播放 可 将 学 生 们 学 习 分 子 生 物 学 的 激情 激活 到 顶峰 。 

六 布置 homework。 

(8) 如 何 进 行 分 子 生物 学 课 的 双语 教学 和 翻转 课堂 教学 

现在 流行 双语 教学 ,但 如 何 将 双语 教学 开展 得 好 并 不 容易 。 对 此 我 的 建议 :不 主张 用 全 英文 授课 ,因为 分 子 生 
物 学 的 专业 词汇 太 多 ,使 用 全 英文 上 课 对 学 生 的 要 求 太 高 。 但 使 用 全 英文 的 PPT 是 完全 可 行 的 。 至 于 讲课 的 英文 
比例 可 控制 在 50%% 左 右 。 对 于 第 一 次 遇 到 的 专业 词汇 ,在 讲 英文 以 后 ,最 好 立刻 快速 翻译 成 中 文 ; 课 后 可 适当 地 补 
充 一 些 英文 阅读 资料 (如 www. sciencedaily. com 每 天 发 布 的 最 新 分 子 生 物 学 进展 ) ,或 者 叫 学 生 阅 读 章 节 后 面 的 英 
文 文献 ,以 提高 学 生 的 专业 英语 水 平 ;免费 租借 给 学 生 英 文 原版 教材 ;考试 不 必 出 全 英文 试卷 ,但 可 以 最 后 出 两 道 共 
10 分 的 英文 题目 作为 附加 题 ,并 要 求学 生 必 须 用 英文 回答 。 

对 于 翻转 课堂 教 学 这 种 方式 ,我 并 不 反对 ,但 我 认为 它 永 远 只 能 做 “陪衬 ”, 绝 对 不 能 作为 “ 主 菜 ” ,而且 要 选择 好 
内 容 。 现 在 有 的 老师 干脆 课堂 什么 内 容 都 不 讲 , 让 学 生 回去 看 事先 录制 的 录像 ,然后 再 定期 让 学 生 自己 来 讲 某 个 部 
分 的 内 容 , 还 组 织 什 么 讨论 。 这 是 极其 不 负责 任 的 ! 试想 你 录制 的 授课 录像 又 不 是 偶像 剧 , 可 能 第 一 次 学 生还 觉得 
新 鲜 去 看 ,后 面 会 产生 强烈 的 抵触 心理 的 。 再 说 ,你 让 学 生 分 组 自己 去 讲 , 首 先 组 内 有 的 学 生 是 打 “ 桨 油 ? 的 。 其 次 
每 一 组 只 会 对 本 组 讲 的 内 容 有 兴趣 ,对 其 他 组 讲 的 内 容 几 乎 没有 兴趣 ,不 像 老 师 讲 ,只 要 你 讲 的 好 ,所 有 的 学 生 都 会 
有 兴趣 。 如 此 翻转 ,结果 必然 导致 一 门 课 结束 以 后 ,学 生 真正 学 到 的 内 容 很 少 ! 所 以 ,翻转 只 能 作为 一 种 辅助 的 教 
学 手段 。 
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第 一 章 乡 论 


分 子 生 物 学 (molecular biology) 广 义 上 可 以 指 从 分 子 水 平 研 究 生 命 现 象 .探究 生命 
本 质 的 学 科 , 但 是 按照 这 样 的 定义 就 很 难 将 它 与 生物 化 学 区 分 开 。 实 际 上 ,分 子 生物 学 
主要 以 核酸 和 蛋白质 的 结构 及 其 在 遗传 信息 、 细 胞 信息 传递 中 的 作用 为 研究 对 象 ,核心 
内 容 是 核酸 在 生命 过 程 中 的 作用 ,因此 称 为 核酸 生物 学 也 许 更 确切 。 然 而 ,与 生物 化 学 
侧重 研究 各 种 生物 分 子 包括 核酸 的 结构 、 功 能 和 性 质 不 同 , 分 子 生 物 学 更 侧重 研究 核酸 
的 功能 单位 即 基 因 的 结构 和 功能 ,因此 ,分 子 生物 学 更 严格 的 定义 是 从 分 子 水 平 研究 基 
因 的 结构 和 功能 的 学 科 , 包 括 遗 传 信息 的 传递 .表达 和 调控 等 内 容 。 

本 章 将 主要 介绍 分 子 生 物 学 的 起 源 .发展 .应 用 以 及 学 习 方 法 。 


第 一 节 ”分子 生物 学 的 起 源 


分 子 生 物 学 是 在 遗传 学 和 生物 化 学 的 基础 上 发 展 起 来 的 一 门 交叉 学 科 , 其 起 源 可 以 
追溯 到 19 世纪 中 叶 开 始 的 一 系列 遗传 学 研究 成 果 , 但 是 当时 还 没有 把 遗传 物质 与 核酸 
相关 联 , 而 侧重 于 研究 遗传 性 状 从 亲本 向 子 代 传递 的 规律 , 称 为 传递 遗传 学 
(transmijssion genetics) ,那个 阶段 可 认为 是 分 子 生 物 学 的 黄 基 阶段 。 

虽然 早 在 1869 年 , Friedrich Miescher 就 发 现 了 核酸 ,但 是 直到 1944 年 ,Oswald 
Arvery 通过 肺炎 双 球 菌 (CPnexxzococcxs) 的 转化 实验 , 才 证 明 遗 传 物质 就 是 脱氧 核 灶 核 酸 
(Cdeoxyribonucleic acid，DNA) 。 自 此 以 后 ,人 们 才 真 正 了 解 基 因 的 化 学 本 质 , 才 开始 从 
分 子 水 平 研究 遗传 物质 的 传递 和 表达 规律 , 称 为 分 子 遗传 学 (molecular genetics) ,分 子 生 
物 学 的 发 展 由 此 从 黄 基 阶段 进入 迅速 发 展 阶段 。 


一 \ 传 递 遗 传 学 


在 1858 一 1865 年 间 ,Gregor Mendel( 图 1-1) 经 过 7 年 的 更 豆 杂 交 实 验 , 总 结 了 生物 
遗传 的 两 条 基本 规律 , 即 基因 分 离 定 律 和 基因 的 自由 组 合 定律 ,于 1865 年 发 表 了 题 为 
“PEzrpberipaents ia Plazat ypbridization” (植物 杂交 试验 ) 的 论文 。 在 此 之 前 ,人 们 认为 遗传 
就 是 将 来 自 亲 本 的 各 种 性 状 混合 后 传 给 子 代 ,而 Mendel 根据 自己 的 实验 结果 认为 ,生物 
的 遗传 性 状 由 分 开 的 遗传 因子 (hereditary factor) 传 递 给 后 代 。 各 种 遗传 因子 独立 地 完 
整地 传 给 子 代 ,每 一 个 末 本 只 传递 一 半 的 遗传 因子 给 每 一 个 子 代 ,而 同一 个 亲本 的 不 同 
子 代 可 以 得 到 一 套 不 同 的 遗传 因子 。 后 来 ,这 些 遗 传 因 子 被 称 为 基因 (gene), 而 符合 
Mendel 所 发 现 的 遗传 规律 的 遗传 行为 称 为 和 孟 德 尔 遗 传 (Mendelian inheritance) 。 

Mendel 将 一 些 显而易见 的 遗传 性 状 称 为 表现 型 或 表 型 (phenotype) ,如 黄色 种 子 和 
白色 花 。 表 型 也 指 生 物 的 一 整套 显而易见 的 遗传 性 状 , 是 生物 内 在 遗传 因子 的 外 在 表 
现 。Mendel 发 现 基 因 能 以 不 同 的 形式 存在 ,这 些 形 式 不 同 的 同 种 基因 称 为 等 位 基因 
(Callele) 。 等 位 基因 决定 生物 体 的 表 型 ,这 两 个 等 位 基因 中 ,一 个 可 能 是 显 性 (dominant) ， 
一 个 可 能 是 隐 性 (recessive), 显 性 性 状 可 以 覆盖 隐 性 性 状 。 每 个 亲本 若 所 含有 的 基因 都 
县 有 两 个 拷贝 , 则 是 二 倍 体 (diploid) ,分 为 纯 合 体 (homozygote) 和 杂 合 体 (heterozygote) 。 
其 中 纯 合 体 具 有 两 个 相同 的 等 位 基因 ,而 杂 合 体 具 有 两 个 不 同 的 等 位 基因 。IMendel 进 
而 推断 ,性 细胞 即 配子 中 所 含有 的 基因 只 有 一 个 拷贝 ,是 单 倍 体 (haploid) 。 在 杂交 时 , 具 
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有 不 同等 位 基因 的 二 倍 体 亲 本 分 别 将 不 同 的 等 位 基因 传 给 子 代 ,每 个 亲本 只 传递 一 个 等 
位 基因 给 子 代 ,而 子 代 因为 得 到 来 自 亲 本 的 不 同等 位 基因 而 具有 不 同 的 表 型 。 根据 末 林 
的 基因 型 可 以 预计 子 代 出 现 不 同性 状 的 比例 。 

遗憾 的 是 Mendel 的 研究 成 果 并 没有 得 到 当时 生物 学 界 的 注意 和 重视 ,直到 35 年 以 
后 ,他 的 遗传 学 理论 才 被 重新 发 现 ,并 得 到 普遍 应 用 ,成 为 现代 遗传 学 的 基础 ,Mendel 也 
被 公认 为 经 典 遗 传 学 的 黄 基 人 。 

1900 年 之 后 ,大 多 数 遗 传 学 家 开始 认同 基因 是 颗粒 性 的 ,遗传 学 也 与 此 同时 进入 了 
繁荣 期 。19 世纪 后 期 开始 的 关于 染色 体 本 质 的 研究 ,促使 遗传 学 家 们 开始 接受 Mendel 
学 说 。Mendel 早 就 预言 配子 是 单 倍 体 , 其 含有 的 基因 仅 有 一 个 拷贝 。 如 果 基 因 存 在 于 
染色 体 上 ,那么 染色 体 的 数量 在 配子 中 也 应 该 减 半 , 事 实 正 是 如 此 ,因此 染色 体 就 成 了 基 
因 的 载体 。 于 是 在 1902 年 , Walter Sutton 和 Theodor Boveri 各 自 独 立地 提出 了 遗传 的 
染色 体 学 说 (the chromosome theory of inheritance) 。 该 学 说 认为 基因 存在 于 染色 体 之 
上 ,这 是 遗传 学 一 次 至 关 重 要 的 进步 。 从 此 ,基因 不 再 是 空洞 的 概念 ,而 是 细胞 核 中 可 以 
被 观察 到 的 实物 。 

1910 年 ,Thomas Hunt Morgan 利用 果 蝇 进行 遗传 学 实验 ,发 现 了 连锁 遗传 规律 。 
Morgan 因为 “发现 了 染色 体 在 遗传 中 所 起 的 作用 ,并 证 明了 基因 位 于 染色 体 上 ?而 获得 
1933 年 的 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。 


图 1-2 Thomas Hunt Morgan(1866 一 1945 ) 


Morgan 选用 在 许多 方面 都 比 更 豆 更 适合 用 于 遗传 学 研究 的 果 蝇 (Drosopjpila 
melazogaster) 进 行 遗传 学 研究 , 发现 果 蝇 眼 睛 颜色 ,翅膀 大 小 等 表 型 是 与 性 别 相关 联 的 ， 
这 种 遗传 现象 被 称 为 伴 性 遗传 。 出 现 伴 性 遗传 的 原因 是 控制 这 些 性 状 的 基因 位 于 同一 
条 尺 性 染色 体 上 ,这 使 他 确信 染色 体 学 说 的 正确 性 。 

Morgan 的 研究 结果 与 Mendel 遗传 学 并 不 矛盾 ,位 于 不 同 染 色 体 上 的 基因 在 遗传 中 
独立 起 作用 ,而 位 于 同一 染色 体 上 的 基因 在 遗传 中 的 作用 是 连锁 的 ,比如 决定 果 蝇 和 白眼 
和 短 友 的 基因 。 


二 、 分 子 遗 传 学 


传递 遗传 学 明确 了 遗传 性 状 由 基因 控制 ,基因 位 于 细胞 核 的 染色 体 上 ,在 遗传 过 程 
中 由 亲本 传递 给 子 代 ,决定 子 代 的 遗传 性 状 , 但 并 不 明确 基因 的 组 成 以 及 基因 如 何 决 定 
生物 体 的 遗传 性 状 。 这 些 问 题 是 分 子 遗传 学 的 研究 领域 。 

1869 年 ,瑞士 有 一 位 叫 Friedrich Miescher 的 年 轻 科 学 家 ,他 在 获得 博士 学 位 仅 一 
后 就 从 外 科 的 脓 细 胞 即 白 细胞 中 ,分离 得 到 完整 的 细胞 核 ,然后 经 过 碱 抽 提 和 酸化 处 理 ， 
从 细胞 核 中 分 离 得 到 了 一 种 富 含 磷 的 化 合 物 , 他 称 之 为 核 素 (nuclein)。 第 二 年 ， 
Miescher 在 莱茵 河上 游 找 到 了 分 离 核 素 的 更 好 材料 一 多 鱼 精子 ,并 从 中 提取 了 纯 的 核 


素 。1889 年 ,他 的 学 生 Richard Altmann 引入 了 “核酸 ”Cnucleic acid) 的 概念 。 

那 时 虽然 Mendel 的 “Experiments in Plant hybridization7” 论 文 已 经 发 表 , 但 是 却 被 束 
之 高 效 , 有 关 的 遗传 学 知识 依然 十 分 模糊 和 混乱 ,用 于 研究 生物 大 分 子 的 化 学 手段 和 技 
术 也 相对 滞后 ,因此 , 当时 Miescher 无 法 正确 判断 他 所 发 现 的 这 种 新 物质 的 生物 学 功 
能 。 但 是 ,Miescher 凭借 自己 的 研究 , 曾 在 1892 年 的 一 封 信 中 指出 ,这 种 大 分 子 由 一 些 
彼此 相似 但 不 完全 相同 的 小 的 化 学 片段 重复 组 成 ,可 以 表达 非常 丰富 的 遗传 信息 ,正如 
所 有 语言 的 单词 和 概念 都 是 由 24 一 30 个 字母 组 成 的 一 样 。 

1900 年 ,对 Mendel 遗传 学 理论 的 再 发 现 更 促进 了 人 们 对 核酸 的 深入 研究 。1910 
年 ,德国 生化 学 家 Albrecht Kossel 首次 分 离 到 单 核 苷 酸 , 并 阐明 了 核酸 的 三 种 主要 成 分 
是 核糖 、 磷 酸 和 碱 基 。1924 年 ,德国 细胞 学 家 R. Feulgen 发 现 核酸 中 的 糖 类 有 核糖 和 脱 
氧 核糖 两 种 ,并 基于 此 ,将 核酸 分 为 核糖 核酸 (ribonucleic acid，RNA) 和 脱氧 核糖 核酸 。 

1929 年 ,Kossel 的 学 生 P. A. 工 . Levine 发 现 核酸 中 的 碱 基 主要 是 腺 嗓 叭 . 乌 嗓 叭 . 胸 
腺 喀 喧 和 胞 旷 啶 。Levine 还 证 明 核 酸 由 更 简单 的 核 昔 酸 组 成 ,而 核 苷 酸 由 碱 基 、 核 糖 和 
磷酸 组 成 。Levine 为 探 明 核酸 的 成 分 做 出 了 重要 贡献 ,但 他 却 错误 地 以 为 核酸 结构 比较 
简单 ,不 可 能 携带 大 量 信 息 , 难 以 承担 复杂 的 遗传 功能 ,这 一 观点 在 当时 得 到 了 广泛 认 
间 。 由 于 染色 体 的 主要 成 分 除了 核酸 以 外 ,还 有 蛋白质, 因而 人 们 普遍 认为 结构 更 为 复 
杂 的 蛋白 质 是 遗传 信息 的 载体 。 

直到 1944 年 ,Avery 通过 肺炎 双 球 菌 转化 实验 证 明 DNA 而 不 是 RNA 或 者 蛋白 质 
可 以 使 生物 体 的 遗传 性 状 发 生 改 变 ,DNA 才 是 遗传 信息 的 载体 (参看 第 二 章 遗传 物质 
的 分 子 本 质 ) 。 

1952 年 ,A. D.， Hershey 和 Martha Chase 利用 噬菌体 感染 细菌 实验 进一步 证 实 了 
DNA 作为 遗传 物质 的 作用 。 在 此 之 前 不 久 ,Linus Pauling 刚刚 发 表 了 关于 和 蛋白质 详细 
结构 的 论文 并 认为 蛋白 质 是 遗传 物质 , Hershey 和 Chase 的 实验 结果 不 仅 使 Pauling 意 
识 到 蛋白质 充 当 遗 传 物质 的 观点 是 错误 的 ,DNA 才 更 可 能 是 遗传 物质 ,而 且 引 导 了 当时 
许多 科学 家 转向 研究 DNA 的 结构 。 


侠 1-3 james D. Watson( 左 ) 与 Francis Crick(1916 一 2004) ( 右 ) 


1953 年 ,James D，Watson 与 Francis Crick 提出 了 DNA 的 双 螺 旋 结 构 模 型 ,这 一 事 
件 被 公认 为 是 分 子 生 物 学 发 展 史 上 最 重要 的 里 程 碑 , 也 是 分 子 生 物 学 正式 诞生 的 标志 。 
这 之 后 分 子 生 物 学 的 发 展 进 入 了 一 个 魏 新 的 时 代 , 分 子 生 物 学 的 迅速 发 展 不 仅 带 动 了 整 
个 生命 科学 的 发 展 , 也 使 得 生物 学 在 自然 科学 中 的 地 位 发 生 了 根本 的 变化 ,生物 科学 与 物 
理学 .化 学 .数学 和 信息 科学 等 学 科 的 交叉 渗透 也 极 大 地 推动 了 这 些 学 科 的 发 展 。 现 在 ， 
生物 学 已 经 毫 无 疑义 地 成 为 自然 科学 的 带头 学 科 之 一 ,21 世纪 已 成 为 生命 科学 的 世纪 ! 


第 二 节 ”分 子 生物 学 的 发 展 


明确 了 生物 体 主 要 遗传 物质 的 化 学 本 质 就 是 DNA, 并 揭示 了 DNA 的 双 螺 旋 结 构 之 
后 , 接 下 来 的 问题 就 是 DNA 作为 遗传 物质 如 何 保证 遗传 的 稳定 性 ,也 就 是 说 在 传代 之 前 
如 何 进行 高 保 真 的 复制 ? 以 及 DNA 如 何 决定 生物 体 的 遗传 性 状 ? 


一 .DNA 的 半 保 留 复制 


Watson 和 Crick 在 提出 DNA 的 双 螺 旋 结 构 模 型 的 时 候 , 就 对 DNA 的 复制 过 程 进 
行 了 预测 ,按照 DNA 的 双 螺 旋 结 构 模 型 ,DNA 分 子 由 两 条 反 平 行 的 多 聚 脱氧 核 苷 酸 链 
组 成 ,两 条 链 上 的 碱 基 通 过 氢 键 互补 配对 , 即 一 条 链 上 的 G 只 能 与 另 一 条 链 上 的 C 配 

AR 只 能 与 工 配对 ,也 就 是 说 ,一 条 链 上 的 碱 基 排 列 顺序 决定 了 另 一 条 链 上 的 碱 基 排 列 
顺序 ,或 者 说 ,DNA 分 子 中 的 每 一 条 链 都 含有 合成 它 的 互补 链 所 需要 的 全 部 信息 。 因 
此 ,Watson 和 Crick 认为 ,DNA 复制 时 ,两 条 互补 链 的 碱 基 对 之 间 的 氢 键 首先 断裂 , 双 螺 
旋 解 开 , 两 条 链 分 开 , 分 别 作为 模板 ,按照 碱 基 互 补 配对 原则 合成 新 链 , 每 条 新 链 与 其 模 
板 链 组 成 一 个 子 代 DNA 分 子 , 子 代 DNA 分 子 具 有 与 亲 代 DNA 分 子 完全 相同 的 碱 基 排 
列 顺 序 , 即 携带 了 相同 的 遗传 信息 。 在 由 此 产生 的 两 个 相同 的 子 代 DNA 分 子 中 ,一 条 链 
来 自 亲 代 DNA, 另 一 条 链 来 自 新 合成 的 DNA, 这 种 复制 方式 被 称 为 半 保 留 复制 (semi- 
conservative replication) 。 后 来 由 Meselson 和 Stahl 设计 的 实验 结果 与 根据 半 保 留 复制 
机 人 制 预期 的 结果 完全 一 致 (参看 第 四 章 DNA 的 生物 合成 ) ,这 就 验证 了 Watson 和 Crick 
预测 的 正确 性 。 


二 、 基 因 与 蛋白 质 之 间 的 关系 


DNA 通过 半 保 留 复制 机 制 将 遗传 信息 传递 给 子 代 ,保证 了 遗传 的 稳定 性 ,这 也 是 
“种 瓜 得 瓜 , 种 豆 得 豆 ” 的 原因 。 那 么 DNA 又 是 如 何 决定 不 同 生物 特定 性 状 的 呢 ? 

1902 年 ,Archibald Garrod 在 研究 黑 尿 病 (alkaptonurea) 时 发 现 这 种 疾病 符合 孟 德 尔 
隐 性 遗传 规律 ,因此 推测 这 种 疾病 很 可 能 是 由 某 个 基因 变异 失 活 而 引起 的 。 患 者 的 主要 
症状 是 尿 液 中 黑色 素 的 积累 ,Garrod 据 此 认为 该 病 是 由 某 条 生化 代谢 途径 中 某 种 中 间 代 
谢 物 的 异常 积累 而 引起 的 ,他 假设 这 种 异常 积累 是 因为 转化 该 中 间 代 谢 物 的 酶 失 活 。 在 
此 基础 上 Garrod 提出 了 "一 个 失 活 的 基因 产生 一 种 失 活 的 酶 ”的 假设 , 即 一 个 基因 一 种 
酶 假说 (one-gene/one-enzyme hypothesis) 。 

不 久 后 ,George Beadle 和 正 世 .Ratum 通过 研究 一 种 灵 东 是 汪 EDyooj 的 类 赤 株 证 
明了 这 一 假说 。 他 们 在 突变 菌株 中 找到 了 使 某 一 代谢 反应 失 活 的 酶 ,并 证 明 在 突变 菌株 
中 只 有 一 个 基因 发 生 了 突变 。 也 就 是 说 ,一 个 失 活 的 基因 产生 一 种 失 活 的 酶 ,或 者 干脆 
不 产生 产物 。1957 年 ,V. M.，Ingram 研究 了 灸 状 细胞 贫血 症 (sickle cell anemia) 患者 的 
血红 蛋白 和 正常 血红 蛋白 的 氨基 酸 序 列 , 结 果 发 现 镰 状 细胞 贫血 症 患 者 的 B- 珠 蛋白 同 
正常 野生 型 之 间 仅 有 一 个 氨基 酸 的 差别 , 即 在 B- 珠 蛋白 的 第 六 位 由 纺 氨 酸 取代 了 正 稼 
的 谷 氮 酸 。 这 表明 基因 的 突变 可 直接 影响 到 它 所 编码 的 和 蛋白质 多 肽 链 的 结构 ,从 而 为 
“一 个 基因 一 种 酶 ?的 假说 提供 了 有 利 的 证 据 。 然 而 严格 地 说 来 ,这 个 假说 并 不 完全 正 
确 , 这 是 因为 :(1) 许多 酶 分 子 可 以 由 数 条 多 肽 链 组 成 ,而 一 个 基因 一 般 只 能 产生 一 条 多 
肽 链 ;(2) 许多 基因 的 产物 为 非 酶 蛋白 质 ;(3) 一 些 基因 的 产物 并 不 是 蛋白 质 , 而 是 
RNA, 如 tRNA 和 rRNA 的 基因 。 因 此 ,后 来 有 人 主张 将 “一 个 基因 一 种 酶 ”假说 修正 为 
“大 多 数 基因 含有 产生 一 条 多 肽 链 的 信息 ”。 


三 “中 心 法 则 ” 


在 与 Watson 一 起 提出 DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 五 年 之 后 ,Crick 便 提 出 了 分 子 生 物 学 
的 "中心 法 则 ”(Ccentral dogma) 。 在 当时 许多 研究 尚未 开展 以 及 研究 结果 非常 不 明朗 的 
情况 下 ,Crick 根据 DNA 复制 时 的 碱 基 配 对 原理 ,天 才 地 预言 模板 RNA 的 存在 ,并 由 
RNA 分 子 中 的 碱 基 无 法 直接 与 多 肽 链 中 的 氨基 酸 配对 的 事实 ,提出 了 密码 和 适应 体 
(adaptor)( 即 后 来 发 现 的 tRNA) 的 概念 ,认为 生物 体 可 以 在 DNA 模板 上 合成 RNA, 再 
以 RNA 为 模板 ,在 适应 体 参 与 下 氨基 酸 按 密码 顺序 合成 肽 链 。 遗 传 信息 从 DNA 流向 
RNA 再 流向 蛋白 质 的 规律 就 是 “中心 法 则 ”。 这 是 分 子 生物 学 发 展 的 又 一 个 重要 的 转折 
点 ,在 “中 心 法 则 ?的 影响 下 ,生物 学 向 新 的 层次 大 踏步 地 前 进 , 生 物 学 理论 出 现 了 日 新 月 
异 的 发 展 , 最 终 推动 了 基因 工程 的 诞生 和 发 展 。 

在 "中心 法 则 ?之 中 * 编 码 蛋 白质 的 基因 所 蕴含 的 信息 先后 通过 转录 (transcription ) 
和 翻译 (translation) 两 个 相关 联 的 过 程 得 到 表达 。RNA 聚合 酶 (RNA polymerase) 以 DNA 
中 的 一 条 链 为 模板 合成 互补 的 一 条 RNA 单 链 ,将 DNA 中 所 列 含 的 遗传 信息 以 mRNA 的 
形式 带 到 核糖 体 中 ,在 核糖 体 中 作为 多 肽 链 合成 的 直接 模板 指导 和 蛋白质 的 合成 。 

因为 核糖 体 本 身 就 含有 RNA(CrRNA) ,Crick 最 初 认 为 是 这 种 存在 于 核糖 体 上 的 
RNA 指导 蛋白质 的 合成 。 按 照 这 种 学 说 ,每 个 核糖 体 只 能 合成 由 该 核糖 体 上 的 rRNA 
编码 的 蛋白 质 。Francois Jacob 和 Sydney Brenner 则 提出 了 另 一 种 看 法 :核糖 体 只 是 一 
种 非特 异性 的 翻译 机 器 ,可 以 按照 进入 核糖 体 的 mRNA 上 的 信息 指导 合成 不 同 的 蛋白 
质 , 实 验证 明 这 种 看 法 才 是 正确 的 。 

在 20 世纪 60 年 代 ,Marshall Nirenberg 和 Gobind Khorana 从 不 同 的 途径 破译 了 遗 
传 密码 。 他 们 发 现 三 个 连续 的 碱 基 组 成 一 个 编码 单位 一 一 密码 子 (codon), 编码 一 种 氮 
基 酸 。 在 64 个 密码 子 中 ,有 61 个 编码 20 种 常 抑 的 蛋白 质 氨 基 酸 ,其 他 3 个 是 终止 信号。 
他 们 因为 共同 阐明 了 遗传 密码 及 其 在 蛋白 质 合成 中 的 作用 而 分 享 了 1968 年 的 诺 贝 尔 生 
理学 或 医学 奖 。 

1970 年 前 后 ,Howard Temin 和 David Baltimore 分 别 从 致癌 RNA 病毒 一 一 劳 氏 肉 
瘤 病 毒 (Rous sarcoma virus，RSV) 和 鼠 白血病 病毒 (Murine leukemia virus，MuLV) 中 发 
现 了 催化 以 RNA 为 模板 合成 DNA 的 逆转 录 酶 (reverse transcriptase，RT) 。 该 酶 的 发 
现 揭示 了 生物 遗传 信息 不 仅 可 以 从 DNA 流向 RNA, 还 可 以 从 RNA 流向 DNA。 这 进 一 
步 发 展 和 完善 了 “中 心 法 则 ”因此 ,Temin 和 Baltimore 获得 了 1975 年 的 诺 贝 尔 生 理学 
或 医学 奖 。 

四 、 基 因 工 程 


在 了 解 了 基因 与 生物 体 遗 传 性 状 之 间 的 关系 、 动 植物 品种 的 优 劣 和 自身 的 某 些 疾 病 
是 由 于 遗传 基因 所 导致 的 之 后 ,人 们 自然 而 然 地 试图 根据 人 类 的 需要 改变 遗传 基因 。 于 
是 ,以 基因 工程 为 核心 的 生物 工程 技术 便 应 运 而 生 了 。20 世纪 60 年 代 未 开始 ,限制 性 内 
切 酶 等 工具 酶 的 发 现 DNA 测 序 技术 的 建立 ` 质 粒 和 病毒 载体 的 利用 共同 促使 了 70 年 
代 中 期 基因 工程 的 诞生 。 从 此 以 后 ,人 类 可 以 按照 自己 的 意愿 将 DNA 基因 元 件 切 割 . 重 
组 ,并 使 指定 的 基因 在 不 同 的 细胞 中 行使 功能 。 

1965 年 ,瑞士 遗传 学 家 Werner Arber 首次 从 理论 上 提出 了 生物 体内 存在 着 一 种 具 
有 切割 基因 功能 的 限制 性 内 切 酶 ,并 于 1968 年 成 功 分 离 出 工 型 限制 性 内 切 酶 ;1970 年 ， 
Hamilton O.，Smith 分 离 出 了 开 型 限制 性 内 切 酶 ;同年 ,Daniel Nathans 使 用 工 型 限制 性 
酶 首次 完成 了 对 基因 的 切割 。 他 们 于 1978 年 分 获 了 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。 他 们 的 研 
究 成 果 为 人 类 在 分 子 水 平 上 实现 人 工 基 因 重 组 提供 了 有 效 的 技术 手段 。 

1975 年 ,Frederick Sanger 发 明了 测定 DNA 一 级 结构 的 未 端 终止 法 ,1977 年 , Walter 


Gilbert 发 明了 化 学 断裂 法 。 他 们 与 Paul Berg 分 享 了 1980 年 的 诺 贝 尔 化 学 奖 。Berg 将 
两 个 不 同 来 源 的 DNA 连接 在 一 起 并 发 挥 其 应 有 的 生物 学 功能 ,证 明了 完全 可 以 在 体外 
对 基因 进行 操作 ,因而 被 称 为 "重组 DNA 技术 之 父 ”。 

1973 年 ,S. N，Cohen 和 H. W. Boyer 等 人 将 大 肠 杆菌 中 两 种 不 同 的 质粒 片段 ,用 内 
切 酶 和 连接 酶 分 别 进 行 剪 切 和 连接 ,获得 了 第 一 个 重组 质粒 ,然后 通过 转化 技术 将 它 引 
和 人 大肠 杆菌 细胞 中 进行 复制 ,并 发 现 它 能 表达 原先 两 个 亲本 质粒 的 遗传 信息 ,从 而 开创 
了 遗传 工程 的 新 纪元 。 在 此 基础 上 ,Boyer 于 1976 年 成 功 地 运用 DNA 重组 技术 生产 出 
人 的 生长 激素 ;此 后 ,又 有 科学 家 利用 DNA 重组 技术 生产 出 胰岛 素 和 干扰 素 等 。 从 此 引 
发 了 70 年 代 示 .80 年 代 初 的 基因 工程 工业 化 的 热潮 。 现 代 生 物 工 程 由 此 崛起 , 它 包 括 基 
因 工 程 . 蛋 白质 工程 、 细 胞 工程 . 酶 工程 与 发 酵 工 程 等 。 迄 今 为 止 ,全 世界 已 有 多 个 国家 
和 地 区 拥有 生物 工程 企业 ,生物 工程 产品 比比 缘 是 。 过 汪 民 洒 已 经 么 对 人 类 健康 .医药 行 
业 、 农 业 生产 及 其 产品 的 加 工 产 生 了 积极 而 深远 的 影响 。 当 今 基 因 工 程 发 展 的 水 平 早已 
色 不 再 是 限于 将 单个 外 源 基 因 导 人 六 主 细胞 星 进行 表达 ,而 是 能 够 将 一 条 代谢 途 笃 相 关 
的 所 有 酶 的 基因 导入 到 宿主 细胞 内 并 进行 表达 ,由 此 引入 一 条 全 新 的 代谢 途径 。 例 如 ， 
2015 年 9 月 ,斯坦福 大 学 的 Christina Smolke 教授 ,就 将 与 鸦片 类 物质 合成 有 关 的 多 个 酶 
的 基因 导入 到 酵母 中 ,从 而 在 一 个 酵母 细胞 内 复制 了 整个 鸦片 的 生产 过 程 ,产生 出 鸦片 
类 物质 。 


BoxI-1 让 “酵母 君 "酿造 忽 片 ， 你 相信 吗 ? 


人 类 与 "酵母 君 "时 已 经 结 下 了 不 解 之 缘 , 如 平 时 我 们 吗 的 各 种 酒 类 饮品 就 离 不 开 
酵母 ,还 有 制作 面包 也 少不了 它们 。 但 如 果 现在 有 人 声称 ， 可 以 让 酵母 为 我 们 生产 禾 
片 类 物质 ,估计 许多 人 会 表示 严重 怀疑 1 

然而 ;在 2015 年 9 月 4 日 ,Sciezce 发 表 了 一 篇 受到 广泛 关注 的 题 为 < Complete 
biosynthesis of opioids in yeast2 的 论文 ,这 . 中 报道 了 斯 坦 福 大 学 Ghristina Smolke 教授 
为 首 的 研究 小 组 ,利用 基因 工程 的 手段 ,将 与 鸡 片 类 物质 合成 有 关 的 多 个 酶 的 基因 导 
入 到 酵母 中 ;从 而 在 一 个 酵母 细胞 内 复制 了 整个 牲 片 的 生产 过 程 , 即 用 少量 酵母 将 糖 
类 发 酵 , 产 生出 牲 片 类 物质 ,而 且 完全 不 需要 翼 栗 (poppy) 。 

-Smolke 教 授 在 ;29 岁 的 时 候 就 有 了 淖 己 的 实验 室 , 并 开始 了 对 于 许多 进行 生物 工 
程 研究 的 人 说 来 是 圣杯 式 的 研究 项 目 * 就 是 改造 酵母 ,让 它 能 够 发 酵 生 产 出 和 狼 片 类 物 
质 。 她 之 所 以 从 事 这 祥 的 研究 ,显然 不 是 想 在 实验 室 里 制造 出 非法 的 海洛因 毒品 ,而 
是 制造 合法 的 在 当今 仍然 是 最 强 效 的 止痛 药 吗啡 (morphine) 以 及 其 他 相 关 的 药品 。 

你 要 知道 ,在 她 一 开始 进行 这 祥 的 研究 时 ,本 领域 的 许多 同行 和 专家 对 此 表示 怀 
疑 ,认为 是 不 可 能 的 。 然 而 ;在 差不多 十 年 以 后 ,地 终于 获得 了 成 巧 ! 她 同 时 得 到 两 株 
改造 过 的 酵母 :一 种 可 以 发 酵 产 生 氨 可 酮 (hydrocodone) ,这 是 一 种 叫 维 柯 于 (Vicodin) 


止痛 药 的 活性 成 分 ; 另 一 株 可 产生 蒂 巴 因 或 二 甲 基 吗 啡 (thebaine) ,该 物质 很 容易 被 转 
变 成 许多 鸡 片 类 物质 ,如 奥 施 康定 (oxycontin)、 可 待 因 (codeine) 和 吗啡 。 这 些 物 质 都 
可 以 作为 有 效 的 正 痛 药 。 

为 了 获得 这 两 株 酵 母 ,Smolke 和 她 的 研究 小 组 付出 了 巨大 的 努力 ,先后 从 大 和 鼠 、 
一 种 寄生 于 机 枝 葵 秆 内 名 为 恶臭 假 单 孢 菌 (Pserudomozas zautzda ) 的 细菌 、 黄 连 
(Goldthread) 和 几 种 婴 票 共 6 种 生物 中 得 到 20 多 种 基因 ,然后 ,将 它们 引入 到 一 种 酵 
母 的 基因 组 中 ,并 让 它们 表达 。 表 达 出 来 的 酶 可 在 酵母 细胞 内 组 装 成 一 条 酮 或 蒂 巴 因 
的 代谢 途径 ,从 而 最 终 得 到 了 吗啡 类 药物 的 前 体 。 其 中 ,合成 所 可 酮 的 酵母 共 引 入 了 
23 个 外 源 基 因 ,合成 带 巴 因 的 则 引入 了 21 个 基因 。 在 这 些 外 源 基 因 中 ,将 S- 心 果 碱 
Creticuline) 转变 成 信 - 心 果 碱 的 酶 基因 最 重要 ,因为 尺 - 心 果 碱 是 将 合成 途径 引 到 牧 片 
类 物质 的 起 志 。 在 制造 狼 片 的 过 程 中 ,酵母 细胞 是 在 封闭 的 生物 反应 器 中 培养 的 , 因 
此 可 以 精确 地 控制 共 挠 拌 程度 ` 通 气量 、 营 养 物 以 及 DH 值 等 因素 。 

目前 ,这 两 株 酵母 及 能 发 酵 产 生 少 量 的 氢 可 酮 或 带 巴 因 ， 若 想得到 一 剂量 的 所 可 
醋 或 蒂 巴 因 ， 需 要 上 千 升 的 发 酵 液 。 但 随 着 菌株 本 身 以 及 发 酵 过 程 的 改进 和 优化 , 相 
信 产 量 会 大 大 提高 ! -对 此 ,Smolke 教授 表示 :“ 我 相信 ,两 年 内 就 可 以 更 新 这 项 技术 ， 
从 而 利用 酵母 大 规模 生产 出 鸦片 ”到 时 ,酵母 君 ? 真 的 可 以 取代 婴 栗 田 和 吗啡 工厂 ， 
让 整个 过 程 在 其 体内 完成 。 

-不 过 ,Smolke 教授 和 其 他 一 些 科 学 家 都 发 出 警告 ,强调 这 只 是 实验 室 研 究 成 果 ， 

只 可 用 于 科学 研究 和 临床 医药 ,绝对 不 能 被 非法 用 于 毒 记 生 产 ! 


1983 年 ,美国 生化 学 家 Kary B.，、Mnullis 发 明 “ 聚 合 酶 链 式 反 应 ”(polymerase chain 
reaction，PCR) 技 术 。 该 技术 可 让 研究 者 从 极其 微量 的 样品 中 大 量 扩 增 DNA 分 子 ,使 基 
因 工程 又 获得 了 一 个 新 的 工具 。Maullis 因此 获得 了 1993 年 的 诺 贝 尔 化 学 奖 。 


五 .分子 生物 学 的 其 他 进展 


1983 年 ,Barbara McCjintock 因为 提出 并 发 现 可 转 座 元 件 (transposable element) 而 
获得 了 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。 她 在 1940 一 1950 年 的 10 年 间 , 一 直 致 力 于 玉米 的 细胞 
遗传 学 研究 ,发 现 了 大 量具 有 修饰 与 控制 活性 的 "控制 因子 ”。 

1989 年 ,Thomas R.，Cech 和 Sidney Altman 因为 各 自 独 立地 发 现 某 些 RNA 也 具有 
酶 活性 而 分 享 了 诺 贝 尔 化 学 奖 。1982 年 ,Cech 发 现 四 膜 虫 的 26S rRNA 前 体 具有 自我 
前 接 功 能 ,并 于 1986 年 证 明 其 内 含 子 L- 19 间 插 序列 Cintervening sequence，IVS) 具有 
多 种 催化 功能 ;1984 年 ,Altman 发 现 大 肠 杆 菌 核糖 核酸 酶 P(RNase P) 的 核酸 组 分 
M RNA 具有 催化 活性 ,而 该 酶 的 蛋白 质 部 分 一 一 CC 蛋白 并 无 酶 活性 。 这 一 发 现 彻底 改 
变 了 酶 的 传统 概念 ,后 来 具有 催化 活性 的 RNA 被 称 为 核 酶 (ribozyme) 。 

1990 年 ,由 美国 科学 家 于 1985 年 率先 提出 的 人 类 基因 组 计划 (human genome 
project，HGP) 正式 启 动 。 

1990 年 以 后 , 早 在 1942 年 就 由 C. H，Waddington 提出 的 表 观 遗传 学 (epigenetics ) 
概念 在 现代 分 子 生 物 学 中 频繁 出 现 ,并 被 广泛 接受 ,但 不 同 的 学 者 给 予 的 诠释 不 尽 相 同 。 
根据 2008 年 在 美国 冷泉 港 举行 的 一 次 学 术 会 议 上 的 定义 , 表 观 遗传 性 状 (epigenetic 
trait) 是 指 DNA 序 列 没 有 变化 但 染色 体 变 化 产生 的 稳定 可 遗传 的 表 型 (stably heritable 
phenotype resulting from changes in a_ chromosome without alterations in the DNA 
sequence) 。 目 前 , 表 观 遗传 学 研究 已 经 成 为 分 子 生 物 学 一 大 热点 。 

1993 年 , Michael Smith 因 建 立 的 基于 窒 核 苷 酸 的 定点 突变 技术 并 应 用 于 蛋白质 的 
研究 而 获得 诺 贝 尔 化 学 奖 。 

1995 年 ,Edward B，Lewis Christiane Niissleinrr-Volhard 和 Eric FE，Wieschaus 因为 先 
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后 独立 地 鉴定 了 控制 果 蝇 体 节 发 育 的 基因 而 分 享 了 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 ;同年 , 首 例 独 
立 生活 的 生物 即 流感 吐血 杆菌 CEaemnopjazls zjluenzae) 的 全 基因 组 测序 完成 并 发 布 。 

1996 年 , 首 例 单 细胞 真 核 生 物 即 酿酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 的 全 基因 组 测 
序 完 成 并 发 布 。 

1997 年 ,Stanley Prusiner 因为 发 现 及 病毒 (prion) 以 及 在 肝病 毒 致 病 机 理 方 面 的 研 
究 而 获得 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 须 病 毒 是 一 种 蛋白 质 致 病因 子 , 可 导致 人 和 动物 的 多 
种 神经 系统 退行 性 疾病 ,如 库 鲁 病 (Kuru)、 珊 雅 氏 病 (Creutzfeld-Jakob disease，CJD) 以 
及 动物 中 的 羊 瘙痒 病 (CScrapie) . 牛 海绵 状 脑病 (Bovine spongiform encephalopathy，BSE) 
或 疯牛病 (mad cow disease) 等 。 

1998 年 , 首 例 多 细胞 真 核 生 物 即 秀丽 隐 杆 线虫 (Caenrorhapditzs elegazs ) 的 全 基因 组 
测序 完成 并 发 布 。 

2001 年 ,Leland H._ Hartwell、Timothy Hunt 以 及 Paul Nurse 因为 在 细胞 周期 调控 
研究 中 做 出 的 突出 贡献 而 分 享 了 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。 

2002 年 ,Sydney Brenner John E，Sulston 和 H.， Robert Horvitz 因为 在 细胞 凋 亡 
(Capoptosis) 即 细胞 程序 性 死亡 (programmed cell death，PCD)7 和 器 官 发 育 的 遗传 调控 机 
制 方面 的 贡献 而 分 享 了 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 ; 同 年 ,John BFenn 和 开 Koichi Tanaka 因 
利用 质谱 分 析 生 物 分 子 的 结构 以 及 Kurt Wuthrich 因 利用 核磁 共振 影像 研究 溶液 中 生物 
大 分 子 的 三 维 结构 ,共同 获得 诺 贝 尔 化 学 奖 。 | 

2003 年 ,人 类 基因 组 计划 中 的 测序 工作 基本 完成 ,其 精确 度 达 到 99. 99% 。 

2004 年 ,Aaron Ciechanover、Avram Hershko 和 Irwin Rose 因 发 现 泛 素 介 导 的 蛋白 
质 降解 机 制 而 获得 诺 贝 尔 化 学 奖 。 

2006 年 ,Andrew Z. Fire 和 Craig C. Mello 因 发 现 RNA 干扰 而 分 享 了 诺 贝 尔 生 理学 或 
医学 奖 ;同年 ,Roger D， Kornberg 因 揭 示 真 核 生物 的 转录 机 制 而 获得 庄 贝 尔 化 学 奖 。 

2007 年 ,Mario 人 R，Capecchi、Martin 下 Evans 和 Oliver Smithies 因 发 现 使 用 胚胎 二 
细胞 将 特定 的 基因 修饰 引入 到 小 鼠 体内 的 原理 而 分 享 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 

2008 年 ,Harald zur Hausen 因 发 现 人 乳头 瘤 病 毒 Chuman papilloma virus，HPV) 导 
致 宫颈 冶 和 Francoise Barre-Sinoussi 及 Luc Montagnier 因 发 现 艾滋 病 病 毒 而 获得 诺 贝尔 
生理 学 或 医学 奖 ; 同 年 ,Osamu Shimomura、Martin Chalfie 和 Roger Y. Tsien 因 发 现 和 利 
用 绿色 荧光 蛋白 (green fluorescent protein，GFP) 而 获得 诺 贝尔 化 学 奖 。 

2009 年 ,Elizabeth H.， Blackburn .Carol W，Greider 和 Jack W.，Szostak 因 发 现 端 聚 
酶 保护 染色 体 端 粒 的 机 制 而 获得 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 ; 同年 , Venkatraman 
Ramakrishnan Thomas A.Steitz 和 Ada E. Yonath 因 研 究 核糖 体 的 结构 与 功能 而 获得 
诺 贝 尔 化 学 奖 。 

2012 年 ,john B.， Gurdon 和 Shinya Yamanaka 因 发 现成 熟 的 体 细 胞 可 重新 编程 成 为 
多 能 干细胞 而 获得 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 ; 同年 , Robert J，Lefkowitz 和 Brian K. 
Kobilka 因 研 究 G 蛋白 偶 联 的 受 体 而 获得 诺 贝 尔 化 学 奖 ;* 此 外 在 这 一 年 ,还 有 多 位 科学 家 
将 早 在 21 世纪 初 就 发 现 的 广泛 存在 于 原核 生物 体内 的 CRISPR (clustered regularly- 
interspaced short palindromic repeats) 系统 成 功 引 入 到 真 核 细胞 内 ,用 于 基因 组 编辑 
(genome editing ) 。 

2013 年 ,James E，Rothman、Randy W. Schekman 和 Thomas C. Sudhof 因 发 现 真 核 
细胞 内 圳 泡 运输 的 调节 机 制 而 获得 了 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。 

2015 年 ,Tomas Lindahl、.Paul Modrich 和 Aziz Sancar 因 研 究 DNA 损伤 的 修复 机 制 
而 获得 诺 贝 尔 化 学 奖 。 

2016 年 , Yoshinori Ohsumi 因 发 现 细 胞 自 噬 (Cautophagy) 而 获得 了 诺 贝 尔 生理 学 或 
医学 奖 。 


在 分 子 生 物 学 一 百 多 年 的 发 展 历史 上 做 出 突出 贡献 的 科学 家 还 有 很 多 ,不 胜 枚 举 ， 
分 子 生物 学 的 发 展 为 人 类 认识 生命 现象 带 来 了 前 所 未 有 的 机 会 ,也 为 人 类 利用 和 改造 生 
物 创 造 了 极为 广阔 的 前 景 。 


点 后 


第 三 节 “分子 生物 学 学 习 方法 


分 子 生 物 学 的 发 展 使 其 现在 不 仅 是 一 门 学 科 , 还 成 了 生命 科学 研究 中 一 项 十 分 重要 
的 工具 。 生 命 科 学 因为 有 了 它 , 才 可 能 在 较 短 的 时 间 内 取得 了 那么 多 的 突破 。 正 因为 如 
此 ,学 好 它 对 于 每 一 个 从 事 生命 科学 和 相关 科学 研究 的 人 都 特别 重要 。 然 而 ,许多 人 认 
为 难 学 ,对 它 心 存 晨 惧 。 但 我 个 人 认为 ,这 门 学 科 的 内 容 应 该 是 整个 生命 科学 中 逻辑 性 
最 强 的 部 分 ,因此 ,如 果 方 法 得 当 , 还 是 比较 容易 掌握 的 。 因 为 整个 这 一 部 分 的 内 容 是 围 
绕 分 子 生 物 学 的 "中心 法 则 ?展开 的 ,死记 的 内 容 并 不 多 ,学 习 的 目的 就 是 要 摘 清 楚 一 个 
“中 心 ”(DNA) 和 两 个 "基本 点 ”"(RNA 和 和 蛋白质 ) 之 间 内 在 的 分 子 逻 辑 关 系 。 在 学 习 中 ， 
需要 将 它们 作为 一 个 整体 来 看 ,一 环 套 一 环 , 同 时 注意 科学 家 们 在 揭示 一 些 重要 发 现 的 
时 候 所 使 用 的 各 种 技术 和 手段 。 例 如 ,在 DNA 复制 的 一 般 特 征 这 一 节 , 基 本 上 每 一 要 点 
的 背后 都 有 着 设计 巧妙 的 实验 ,从 证 明 DNA 半 保 留 复制 由 Meselson 和 Stahl 设计 的 被 
誉 为 “生命 科学 中 最 美丽 的 实验 ”, 到 Okazaki 设计 的 证 明 DNA 复制 是 半 不 连续 的 实验 ， 
每 一 个 实验 设计 得 都 很 精彩 。 我 们 在 学 习 的 时 候 , 除 了 要 搞 清 楚 这 些 实验 的 结果 与 得 出 
的 结论 之 间 的 逻辑 关系 之 外 ,更 需要 理解 这 些 实验 的 设计 思路 ,以 作为 将 来 自己 做 科研 
时 的 宝贵 借鉴 。 比 较 及 归纳 是 在 学 习 这 些 内 容 的 时 候 最 重要 的 方法 之 一 。 此 外 ,学 习 这 
门 课 还 需要 在 如 何 选择 好 教材 .如何 做 好 笔记 .如 何 记忆 、 如 何 充 分 使 用 网 络 资源 等 方面 
掌握 好 一 些 容 门 。 总 之 ,归纳 起 来 有 以 下 几 点 : 
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1]. 注意 将 细菌 . 古 菌 和 真 核 系统 进行 比较 


无 论 是 哪 一 类 生物 ,都 在 进行 DNA 复制 .转录 ,转录 后 加 工 和 翻译 等 基本 的 分 子 事 
件 。 在 学 习 的 时 候 , 时 刻 要 注意 将 三 个 域 (domain) 的 生物 进行 全 面 的 比较 。 通 过 比较 ， 
我 们 会 发 现 , 古 菌 在 分 子 生物 学 的 方方面面 与 真 核 生物 更 加 相似 。 例 如 :在 学 习 DNA 复 
制 的 时 候 , 注 意 将 细菌 细胞 内 的 DNA 聚合 酶 II. 开 、V、V 和 真 核 生 物 的 DNA 聚合 
酶 wo\B、.yY、S、s 进行 比较 ,将 细菌 DNA 聚合 酶 焉 的 B 滑 动 钳 和 真 核 DNA 聚合 酶 》 的 
PCNA 滑动 钳 进 行 比 较 ;在 学 习 转录 的 时 候 , 需 要 将 两 者 的 启动 子 结构 和 RNA 聚合 酶 的 
结构 与 功能 进行 比较 ;在 学 习 转录 校对 的 时 候 , 注 意 将 细菌 细胞 中 的 GreA、GreB 和 真 核 
细胞 内 的 TFIS 进行 比较 ;在 学 习 DNA 甲 基 化 的 时 候 ,要 注意 细菌 与 真 核 生 物 在 甲 基 
化 的 位 点 和 功能 上 是 不 同 的 ;在 学 习 弱 化 子 机 制 的 时 候 , 要 注意 这 种 机 制 是 原核 系统 特 
有 的 , 真 核 系统 没有 。 如 果 能 这 样 去 学 习 的 话 , 那 所 有 的 内 容 就 活 了 ,将 它们 串 在 一 起 理 
解 要 比 孤 立地 记忆 要 强 得 多 ! 

2， 注 意 将 两 种 不 同 的 分 子 机 制 进 行 比 园 

细胞 内 的 很 多 分 子 机 制 是 很 相似 的 ,这 就 需要 我 们 在 学 习 的 时 候 , 将 相关 联 的 分 子 
机 制 放 在 一 起 来 理解 ,一 方面 要 关注 它们 的 共同 之 处 , 另 一 方面 还 要 关注 它们 的 差别 。 
例如 ,DNA 复制 和 DNA 转录 都 需要 解 链 ,合成 的 方向 都 是 从 5 一 3 ,都 遵循 Watson 和 
Crick 碱 基 配对 原则 ;然而 ,DNA 复制 需要 引物 ,RNA 不 需要 ,DNA 聚合 酶 通常 具有 自 
我 校对 能 力 ,RNA 聚合 酶 没有 校对 能 力 。 这 里 更 要 明白 为 什么 会 有 这 些 差异 ,为 什么 允 
许 有 这 些 差异 ? 

3， 以 ”中 心 法 则 ?为 核心 碱 基 互补 配对 ”和 "有 蛋白 质 与 核酸 之 间 的 相互 作用 ”为 主 
线 , 巧 妙 地 利用 "外 因 与 内 因 的 关系 ”的 理论 ,全 面 理解 分 子 生 物 学 的 机 制 

分 子 生物 学 的 核心 内 容 是 所 谓 的 “中 心 法 则 ”, 即 生物 体内 的 三 种 生物 大 分 子 一 一 
DNA、RNA 和 和 蛋白质 之 间 的 关系 。 其 中 涉及 遗传 信息 的 复制 .损伤 修复 .重组 .转录 、 逆 
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转录 、 转 录 后 加 工 和 翻译 等 。 这 些 过 程 总 是 涉及 和 蛋白质 和 核酸 分 子 之 间 的 相互 作用 ,以 
及 碱 基 互 补 配对 ,因此 ,掌握 蛋白 质 和 核酸 分 子 之 间 相 互 作用 的 规律 以 及 碱 基 互补 配对 
的 原则 ,对 于 深入 理解 分 子 生物 学 的 各 种 机 制 和 原理 至 关 重 要 。 另 外 ,细胞 内 的 很 多 机 
制 都 可 以 使 用 哲学 中 "外 因 ” 和 ”内 因 ?” 之 间 的 关系 原理 进行 理解 ,掌握 这 一 点 也 非常 重 
要 。 例 如 ,理解 DNA 复制 为 什么 具有 固定 的 起 点 ? 这 涉及 DNA 复制 起 始 区 和 复制 起 
始 蛋白 之 间 的 相互 作用 ,在 这 里 可 以 将 DNA 复制 起 始 区 看 成 “内 因 ”, 复 制 起 始 蛋白 (大 
肠 杆菌 为 DnaA 蛋白 ) 看 成 外因 ”。 按 照 " 内 因 ” 和 ”外因 ? 之 间 的 关系 原则 , 即 “ 内 因 ? 是 
变化 的 根据 外因? 是 变化 的 条 件 ， 外 因 ? 需 要 通过 内因? 起 作用 ,DNA 复制 区 所 具有 
的 特殊 序列 是 DNA 复制 具有 固定 起 点 的 根本 原因 , 即 “ 内 因 ”, 但 仅 有 它 是 不 够 的 ,还 需 
要 识别 这 种 特殊 序列 的 蛋白 质 , 它 就 是 “外 因 ”, 正 是 它们 之 间 的 相 互 作用 才 使 得 DNA 复 
ee 

4. 注意 掌握 各 种 研究 方法 的 原理 及 其 应 用 

分 子 生 物 学 的 发 展 与 研究 方法 的 进步 是 分 不 开 来 的 ,而 反 过 来 它 的 发 展 又 让 人 们 能 
提出 和 发 明 新 的 研究 手段 。 两 者 之 间 既 相互 依存 ,又 相互 促进 。 因 此 ,在 学 习 各 章节 内 
容 的 时 候 , 对 于 分 子 生物 学 家 在 研究 各 种 分 子 机 理 时 所 使 用 的 方法 要 充分 理解 。 例 如 ， 
对 参与 DNA 复制 的 各 种 蛋白 质 和 酶 的 鉴定 ,主要 是 利用 DNA 复制 突变 体 的 互补 和 体 
外 复制 系统 的 重建 两 种 方法 。 互 补 的 原理 是 利用 某 种 野生 型 的 蛋白 质 去 恢复 特定 的 
DNA 复制 缺陷 突变 体 的 复制 功能 ,从 而 确定 参与 复制 的 蛋白 质 。 重 建 的 原理 是 在 较为 
简单 的 体外 复制 系统 (如 SV40 病毒 复制 系统 ) 中 , 先 人 为 去 掉 某 种 成 分 ,致使 复制 不 能 
正常 进行 。 然 后 ,将 复制 系统 中 逐一 添加 分 步 收集 的 可 能 参与 复制 的 蛋白 质 抽 取 物 ,看 
是 否 能 够 恢复 复制 活性 ,从 而 确定 复制 蛋白 。 有 时 ,添加 的 蛋白 质 可 能 来 自 于 其 他 物种 ， 
这 样 可 以 从 其 他 物种 中 找到 同 源 的 或 同 工 的 蛋白 质 。 为 了 方便 理解 重建 的 原理 ,这 里 可 
以 打 一 个 比方 加 以 说 明 。 假 定 你 的 一 台电 脑 坏 了 一 个 部 件 而 不 能 运转 ,那么 如 何 迅速 找 
到 是 哪 一 个 部 件 有 毛病 呢 ? 这 时 可 以 用 类 似 重建 的 手段 来 确定 :首先 弄 一 台 运转 正常 的 
电脑 ， ee 那么 ,来 自 这 台 正 常 电脑 内 的 所 有 部 件 都 应 该 是 正常 的 ( 相 
当 于 野生 型 蛋白 质 ) 。 然 后 ,将 坏 掉 的 电脑 逐一 取出 一 个 部 件 ( 如 内 存 条 或 主板 ) ,再 用 正 
人 如 果 某 一 个 部 件 经 过 替换 以 后 , 坏 的 电脑 恢复 正常 了 ,这 
就 等 于 找到 了 坏 的 部 件 (相当 于 突变 型 蛋白 质 )。 这 两 种 方法 对 于 参与 其 他 过 程 (如 信号 
转 导 、 转 录 、` 转 录 后 加 工 、 翻 译 和 细胞 周期 的 调控 等 ) 的 蛋白 质 的 鉴定 也 很 有 帮助 。 例 如 ， 


为 了 找到 人 细胞 内 参与 控制 细胞 周期 的 某 一 种 蛋白 质 , 先 是 将 酵母 细胞 内 某 一 种 与 细胞 


周期 有 关 的 蛋白 质 突 变 , 这 样 的 酵母 的 细胞 周期 运转 肯定 会 有 异常 。 然 后 ,将 正常 的 人 
细胞 内 的 各 种 可 能 与 细胞 周期 有 关 的 蛋白 质 导 人 到 突变 的 酵母 细胞 中 ,如 果 其 中 的 某 一 
组 分 加 入 以 后 ,酵母 的 细胞 周期 恢复 正常 ,那么 这 种 导入 的 蛋白质 就 是 人 细胞 内 的 一 种 
与 细胞 周期 调控 有 关 的 蛋白 质 。 

5. 选择 好 合适 的 教材 和 参考 书 

目前 市 场 上 有 各 种 各 样 的 分 子 生 物 学 教材 和 参考 书 , 如 何 选 择 适 合 自己 的 教材 和 参 
考 书 对 于 培养 学 习 兴 趣 ,学 好 本 学 科 十 分 重要 。 我 个 人 认为 ,最 好 能 准备 中 英文 教材 各 
一 部 和 一 本 学 习 指 南 与 习题 解析 。 中 文教 材 可 以 选择 这 部 《分 子 生 物 学 》, 中 文教 材 在 价 
格 上 比较 便宜 ,在 理解 上 也 相对 容易 。 英 文 的 原版 教材 可 选择 Weaver 的 Molecular 
Biology、Watson 的 Molecular biology of the Gene 或 者 Lewin 的 Gene 系列 。 英 文 原 版 教 
材 的 特点 是 内 容 新 .印刷 精美 ,图 表 多 为 彩 图 ,通常 还 有 配套 的 多 媒体 光盘 ,方便 于 自学 。 
阅读 一 本 好 的 英文 教材 ,不 仅 有 助 于 提高 自己 的 专业 英语 水 平 ,而 且 更 能 加 深 对 各 章节 
内 容 的 理解 ;至 于 学 习 指 南 与 习题 解析 ,最 好 带 有 学 习 方法 介绍 和 例题 详细 分 析 的 ,与 这 
本 教材 配套 的 《分 子 生 物 学 学 习 指 南 与 习题 解析 ;就 是 一 个 很 好 的 选择 。 


6. 学 会 做 笔记 

首先 有 一 点 必须 强调 ,上 课时 同学 们 的 主要 任务 是 听 老 师 讲 课 而 不 是 做 笔记 ,因此 
在 课堂 上 要 集中 精力 听讲 ,一 些 不 清楚 的 内 容 和 重要 的 内 容 可 以 笔录 下 来 ,以 便 课 后 复 
习 和 向 老师 求教 。 当 然 , 条 件 好 的 同学 可 以 买 来 录音 笔 ,将 老师 的 上 课 内 容 录 下 来 ,以 供 
课 后 消化 。 现 在 国外 很 多 大 学 直接 将 课程 录制 下 来 ,提供 MP3 和 MP4 下 载 , 如 果 国 内 
的 大 学 也 能 这 样 , 那 就 更 方便 了 。 另 外 ,老师 的 讲稿 大 都 做 成 了 幻灯 片 ,同学 们 可 从 老师 
那里 得 到 拷贝 。 如 果 事 先 将 老师 的 课件 打印 出 来 ,然后 在 打印 稿 上 做 笔记 ,效果 会 更 好 。 

7. 多 使 用 图 表 、 比 较 和 联想 的 方法 来 辅助 理解 和 记忆 所 学 过 的 内 容 

重点 学 习 复 制 .转录 和 翻译 的 基本 过 程 , 并 从 必要 条 件 .所 需 酶 蛋白 和 特点 等 方面 对 
三 个 过 程 进行 比较 ,在 理 顺 它们 的 基本 框架 后 ,就 应 全 面 . 系统、 准确 地 掌握 教材 的 基本 
内 容 , 并 且 找 出 共性 , 抓 住 规律 。 

8. 充分 利用 网 络 课程 或 其 他 网 络 资源 

现在 网 上 有 各 种 免费 的 网 络 课程 ,特别 是 现在 很 流行 的 由 世界 许多 名 校 开 设 的 大 规 
模 公 开 在 线 课 程 Cmassive open or-line courses，MOOC) 即 摩 课 ,有 条 件 的 同学 可 以 去 修 
读 。 例 如 ,在 coursera(www. coursera. org) 和 中 国 大 学 MOOC 平台 上 就 有 生物 化 学 以 及 
分 子 生物 学 课程 (如 杨 沈 武 教 授 讲 授 的 结构 生物 化 学 MOOC)。 另 外 ,国内 在 爱 课 程 网 
Cwww. icourses. cn) 上 也 提供 了 许多 国家 精品 资源 共享 课程 ,其 中 也 有 分 子 生 物 学 和 相 
关 课程 。 此 外 ,还 有 一 些 分 子 生物 学 论坛 或 博客 站 点 ,也 可 以 经 常 去 浏览 ,以 跟踪 和 了 解 
本 学 科 最 新 的 进展 ,与 网 友 一 起 交流 学 习 的 体会 和 对 一 些 热点 问题 进行 讨论 。 

以 上 就 学 习 分 子 生 物 学 的 方法 谈 了 自己 的 看 法 ,但 需要 指出 的 是 ,每 一 个 人 学 习 这 
门 课 的 基础 、 目 的 和 条 件 可 能 有 差别 ,所 以 最 好 是 结合 自己 的 特点 找 出 最 适合 自己 的 学 
习 方 法 。 总 之 ,只 要 同学 们 勤 于 思考 .方法 得 当 ,、 多 做 题目 和 实验 ,学 好 并 考 好 分 子 生 物 
学 是 完全 可 能 的 。 


六 DTDTTDDTDD7DT7 
利 学 喜 二 -一 肝 病 毒 的 发 现 


1982 年 ,美国 科学 家 Stanley B.， Prusiner 报道 了 出 人 意料 的 发 现 。 他 在 研究 中 
发 现 了 一 种 具有 遗传 物质 特性 的 蛋 和 白质 一 一 胸 病 毒 ,这 一 发 现 对 “中 心 法 则 ”提出 了 
挑战 。 胸 病毒 的 发 现 , 揭 开 了 长 期 以 来 困扰 人 们 的 若干 种 动物 和 人 的 奇怪 的 神经 退 
行 性 疾病 的 谜团 。 

大 约 三 百年 前 ,英国 农庄 的 羊 群 中 出 现 了 一 种 奇怪 的 疾病 。 得 病 的 羊 浑 身 奇 痒 
难熬 ,只 有 靠 在 粗糙 的 岩石 或 树干 上 摩擦 以 求 缓解 ,结果 羊 身 上 的 羊毛 大 片 脱 落 。 
病 羊 的 另 一 个 症状 是 站 立 不 稳 , 运 动机 能 出 现 障碍 。 病 羊 最 终结 局 都 是 竣 玫 和 死 
辫 。 人 们 把 羊 得 的 这 种 病 称 为 瘙痒 病 。 解 剖 羊 的 尸体 发 现 , 所 有 病 羊 的 脑 组 织 像 海 
绵 一 样 ,充满 了 细小 的 空洞 ,因此 后 来 又 把 这 种 病 称 为 “海绵 样 脑病 ?>。 几 百年 来 , 羊 
瘙痒 病 一 直 是 一 种 不 治之 症 , 病 因 不 详 。 

在 大 洋 洲 巴 布 亚 新 几内亚 的 Papua New Guinea 岛 上 ,生活 着 一 个 叫 Fore 的 部 
落 。 直 到 20 世纪 ,部 落 的 生活 方式 还 基本 处 于 原始 社会 的 状态 。 这 个 部 落 一 直 奉 
行 着 一 种 令 人 毛骨悚然 的 习俗 ,他 们 在 亲人 死 后 的 祭礼 活动 中 ,会 剖 开 死者 的 尸体 ， 
一 起 分 食 尸 肉 和 脑 组 织 。 在 20 世纪 上 半 叶 ,部 落 中 爆发 了 一 种 可 怕 的 瘟 疫 。 得 病 
的 人 就 像 得 冶 痒 病 的 羊 一 样 , 走 路 摇 摇 晃 晃 , 并 伴随 着 肢体 的 震 闸 , 最 终 发 展 到 失 
语 、 竣 痰 ,直至 死亡 。 这 同样 是 一 种 不 治之 症 。 病 人 的 脑 组 织 和 死 于 瘙痒 病 的 羊 一 
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样 , 充 满 了 令 人 心 恬 的 细小 空洞 。 更 为 可 怕 
的 是 ,这 种 不 知 病因 的 疾病 像 瘟 疫 一 样 在 部 
落 中 到 处 蔓延 。 人 人 担心 不 知道 什么 时 候 病 
魔 会 降临 到 自己 的 头 上 。 当 地 人 把 这 种 怪 病 
叫 作 " 库 重 ”, 也 就 是 " 枣 惧 ? 或 “震颤 ”的 意思 ， 
因此 库 重 病 也 叫 震 颤 病 。 这 场 由 库 重 病 造 成 
的 浩劫 使 部 落 中 80 如 的 人 死 于 非 命 。 如 果 
没有 一 位 勇敢 的 美国 科学 家 的 研究 ,整个 部 
落 很 可 能 难 逃 灭绝 的 厄运 。 这 位 科学 家 的 名 
字 是 D，Carleton Gajdusek 。 
50 年 代 ,Gajdusek 在 美国 国立 卫生 研究 患 有 库 鲁 病 的 小 孩 和 他 的 家 人 
院 C(NIH) 病 毒 研究 实验 室 工 作 。1954 年 ,他 
作为 访问 学 者 前 往 澳大利亚 墨尔本 的 Walter and Eliza Hall 医学 研究 所 ,从 而 有 机 
会 接触 了 巴布亚 新 几内亚 Fore 部 落 。 当 时 震颤 病 正 在 到 处 蔓延 ,Gajdusek 从 Fore 
部 落 带 回 了 一 些 病人 的 标本 。 经 过 研究 ,他 发 现 : 库 重 病 和 羊 瘙痒 病 等 疾病 一 样 ,都 
是 由 一 类 相同 的 病原 体感 染 导致 的 。 这 类 泪 原 体 具有 病毒 的 一 般 特 征 , 如 传染 性 、 
可 滤 过 性 、 致 病 性 等 ;同时 又 具有 一 些 病毒 所 没有 的 特征 ,如 抗 紫 外 辐射 \ 耐 高 温 、 耐 
强酸 和 和 福 尔 马 林 等 化 学 处 理 等 。 因 此 ,Gajdusek 称 之 为 “非常 规 病 毒 "”。 通 过 在 实验 
动物 上 研究 这 类 疾病 的 传染 性 ,他 最 终 得 出 结论 ,这 种 疾病 是 当地 人 通过 分 食 患 病 
死者 的 脑 组织 而 横向 传染 的 。Gajdusek 的 研究 向 世人 揭示 了 震颤 病 的 传播 途径 。 
在 世界 卫生 组 织 和 澳大利亚 政府 干预 下 ,Fore 部 落 改 变 了 传统 的 祭礼 方式 ,放弃 了 分 
食 亲 人 尸体 的 习俗 。20 世纪 50 年 代 以 后 , 库 重 病 的 传播 逐步 得 到 了 控制 。Gajdusek 
的 出 色 工 作 拯救 了 Fore 部 落 , 使 他 荣获 了 1976 年 的 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 
但 是 ,Gajdusek 的 研究 并 没有 查 明 导致 库 重 病 的 病原 体 。 在 Gajdusek 之 后 ,各 
国 科 学 家 在 库 重病 方面 又 做 了 大 量 的 研究 工作 ,并 成 功 地 构建 了 动物 模型 。 人 们 发 
现 , 库 重病 是 一 种 神经 系统 慢性 退化 性 疾病 ,其 病理 变化 与 动物 的 海绵 状 脑病 很 相 
似 。1982 年 ,Prusiner 在 对 羊 冶 痒 病 多 年 研究 的 基础 上 提出 ,这 种 疾病 是 由 一 种 称 
为 “蛋白 质 侵 染 颗粒 ?或 “ 肝 病 毒 ” 的 蛋白 质 造 成 的 。 他 证 明 , 从 病 羊 身上 得 到 的 病理 
组 织 经 过 核酸 酶 紫外线 等 破坏 核酸 的 方式 处 理 后 ,同样 具有 传染 性 。 相 反 , 破 坏蛋 
和 白质 的 处 理 可 大 大 降低 病变 组 织 的 传染 性 。 因 此 ,他 认为 胸 病 毒 是 一 种 传染 性 蛋白 
质 颗粒 ,不 含有 核酸 。Prusiner 第 一 次 成 功 地 从 患 羊 瘙痒 病 的 羊 中 纯化 了 肝 病 毒 。 
他 提出 胸 病 毒 蛋白 (prion protein，PrP) 具有 两 种 存在 形式 :一 种 是 细胞 型 (the 
cellular form of prion protein，PrP5 ) , 另 一 种 为 异常 型 (the scrapie form of prion 
protein，PrPsS) 。PrP5 存 在 于 正常 动物 神经 组 织 中 ,不 具有 传染 性 ,其 具体 功能 不 
详 。 肝 病 毒 就 是 异常 型 的 胸 病 毒 蛋白 PrPsC ,存在 于 海绵 祥 脑 病 动物 的 神经 组 织 中 。 
Prusiner 认为 ,PrPs 来 源 于 突变 的 PrP5。 他 的 课题 组 用 分 子 生物 学 技术 在 鼠 身 上 
证 明 , 正 常 动物 和 人 脑 组 织 内 的 胸 蛋 和 白 异 构 体 只 要 一 个 氨基 酸 位 点 突变 ,就 可 以 变 
成 具有 传染 性 的 胸 病 毒 。 有 关 胸 病毒 的 来 源 目前 尚 无 定论 。 研 究 表 明 , 具 有 传染 性 
的 PrP8 可 以 使 PrP2 由 正常 构象 转变 为 非 正常 构象 ,成 为 传染 性 的 PrP* 。 这 很 好 
地 解释 了 肝 病 毒 的 传染 规律 。 
Prusiner 对 肝 病 毒 的 开创 性 的 研究 和 贡献 ,使 他 荣获 1997 年 的 诺 贝 尔 生理 学 或 
医学 奖 。 


十 考 定 : 


1. 列举 你 认为 在 分 子 生 物 学 发 展 史上 最 具 里 程 碑 意义 的 三 个 重要 的 发 现 。 

2. 你 认为 Mendal 和 MeClintock 在 科学 发 现 旅程 中 的 遭遇 有 哪些 相同 的 地 方 和 不 
同 的 地 方 ? 以 后 类 似 的 遭遇 还 会 发 生 在 将 来 的 科学 家 身上 吗 ? 

3. 你 认为 分 子 生 物 学 在 近 十 年 内 会 有 哪些 重要 的 突破 ? 

4. 简 述 分 子 生 物 学 与 生物 化 学 以 及 遗传 学 之 间 的 关系 。 

5. 证 明 * 狗 牛 病 ? 的 致 病因 子 是 蛋白 质 的 主要 证 据 有 哪些 ”为 什么 又 说 它 是 一 种 构 
象 病 ? 

6. 有 人 认为 上 病毒 导致 的 疾病 (如 疯牛病 ) 是 分 子 生 物 学 “中 心 法 则 ?的 例外 。 对 此 
你 有 何 看 法 ? 为 什么 ? 

7. 你 听 说 过 年 度 分 子 或 年 度 突破 吗 ? 说 出 近 十 年 内 与 分 子 生 物 学 领域 有 关 的 年 度 
分 子 或 者 年 度 突破 。 

8. 你 认为 中 国 科 学 家 近 十 年 内 在 分 子 生物 学 领域 主要 的 研究 成 果 有 哪些 ? 

9， 从 分 子 生物 学 的 角度 ,你 是 赞成 生物 分 类 的 两 域 学 说 还 是 三 域 学 说 ? 为 什么 ? 

10. 结合 尽 可 能 多 的 例子 ,说 说 分 子 生 物 学 的 应 用 。 


推荐 网 站 : 


1. https://www. coursera. org/learn/shengwu-huaxue/home/welcome( 全 球 著 名 的 
coursera 摩 课 , 即 MOOC 平台 ,内 有 南京 大 学 杨 荣 武 教授 讲授 的 结构 生物 化 学 
MOOC 课程 ) 

2. http://www. icourses. cn/ coursestatic/ycourse_6275. html( 中 国 国家 资源 共享 课 
程 平 台 , 内 有 南京 大 学 杨 荣 武 教授 讲授 的 结构 生物 化 学 MOOC 和 生物 化 学 国家 
级 精品 资源 共享 课程 ,以 及 国内 其 他 高 校 教 授 讲授 的 与 生命 科学 有 关 的 课程 ) 

3， https://www. edx. orgy/ coursey/ principles-biochemistry-harvardx-mcb63x 井 . VR6 
1MGbZFVx( 全 球 另 一 著名 的 edx 摩 课 即 MOOC 平台 ,这 是 由 哈佛 大 学 Alain 
Viel 讲授 的 Principles of Biochemistry) 

4.https://www. cdc. gov/ prions/index. html( 美 国 疾病 预防 控制 中 心 网 站 ,内 有 丰 
富 的 有 关 须 病毒 及 其 引发 的 疾病 的 内 容 ) 

5. http://www. biology. arizona. edu/mendelian _genetics/mendelian _genetics. html 
(美国 亚利桑那 大 学 一 个 与 经 典 遗 传 学 有 关 的 网 站 ,内 有 许多 备 德 尔 遗传 有 关 的 
内 容 ) 

6. http://www. mendelweb. org/Mendel. html( 内 有 和 孟 德 尔 1865 年 发 表 的 题 为 “ 植 

物 杂 交 试 验 ” 论 文英 文 翻译 ) 
.http://www. nobelprize. org( 诺 贝尔 奖 官方 网 站 ,请 主要 关注 历年 的 诺 贝 尔 化 学 
奖 和 庇 贝尔 生理 学 或 医学 奖 ) 
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8，http://mol-biol4masters. masters。grkral. org/Molecular _ Bioiogy Table Of 
Contents. html( 印 度 班 加 罗 尔 大 学 G. R. Kantharaj 教授 提供 的 免费 的 面向 硕士 
研究 生 的 分 子 生 物 学 课程 ) 
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第 二 章 遗传 物质 的 分 子 本 质 国 


在 最 终 确 定 DNA 是 生物 体 主要 的 遗传 物质 之 前 ,人 们 已 就 遗传 物质 必须 具备 的 性 
质 达 成 共识 :首先 ,遗传 物质 必须 十 分 稳定 。 这 种 稳定 性 不 仅仅 是 指 其 物理 性 质 的 稳定 ， 
还 应 该 包括 其 化 学 组 成 的 稳定 ， 这 样 才能 保证 遗传 物质 不 会 轻易 改变 ;其 次 ,遗传 物质 必 
须 能 够 忠实 地 复制 ,并 在 亲 代 与 子 代 之 间 传 递 。 亲 代 的 生殖 细胞 ,必须 携带 与 亲 代 相同 
的 全 套 遗 传 物质 。 这 样子 代 才 能 获得 与 亲 代 完全 相同 的 遗传 信息 ;还 有 ,遗传 物质 应 该 
允许 有 一 定 程度 的 可 遗传 的 变异 。 有 变异 才 有 进化 ,生命 才 有 可 能 从 最 简单 的 单 细 胞 生 
物 , 进 化 出 复杂 的 高 等 多 细胞 生物, 这 个 世界 才 会 有 如 此 纷繁 复杂 的 各 种 生命 形式 。 

本 章 将 侧重 介绍 DNA 作为 生物 主要 遗传 物质 的 实验 证 据 和 结构 基础 。 


第 一 节 遗传 物质 的 分 子 本 质 _ 


20 世纪 初 , 人 们 对 细胞 中 的 生物 大 分 子 已 经 有 了 一 定 的 了 解 。 但 细胞 中 究竟 是 哪 
种 大 分 子 充 当 了 遗传 信息 的 载体 呢 ? 直到 20 世纪 40 年 代 以 后 ,遗传 物质 的 化 学 本 质 才 
逐渐 被 认识 。 


一 .DNA 是 主要 的 遗传 物质 _ 


现在 几乎 谁 都 知道 DNA 是 生物 体 的 主要 遗传 物质 ,生物 体 的 一 切 性 状 最 终 都 是 由 
它 决 定 的 。 然 而 ,得 出 这 样 的 结论 却 并 非 易 事 。 

早 在 1868 年 , 即 在 备 德 尔 发 现 遗 传 规律 之 后 不 久 ,Miescher 就 发 现 了 细胞 核 含 有 所 
谓 的 核 素 即 核酸 。 但 此 项 发 现 与 遗传 规律 的 发 现 一 样 遭 受到 相同 的 命运 ,当时 没有 引起 
人 们 的 重视 。 到 了 19 世纪 后 期 ,人 们 在 显微镜 下 观察 到 了 染色 体 。 后 来 ,A. Kossel 等 
人 确定 了 DNA 的 化 学 组 成 ,但 并 不 知道 DNA 是 构成 基因 的 化 学 物质 。 直 到 20 世纪 30 
年 代 未 ,人 们 才 逐 渐 将 核酸 和 细胞 的 功能 联系 起 来 。1928 年 ,英国 科学 家 Frederick 
Griffith 在 研究 有 可 能 用 来 预防 由 肺炎 双 球 菌 引 发 的 肺炎 的 疫苗 ,实验 中 发 现 了 被 后 人 
称 为 转化 (transformation) 的 现象 ,该 现象 为 确定 遗传 物质 的 化 学 本 质 提 供 了 可 能 。1944 
年 ,DO.T.，Avery、C. M. -Macleod 和 M，Meccarty 改进 了 Griffith 的 实验 ,第 一 次 有 力 地 证 
明 遗 传 物质 是 DNA, 而 不 是 蛋白 质 。 

(一 ) 细菌 转化 实验 

Griffith 在 他 的 实验 中 ,使 用 了 两 种 肺炎 双 球 菌 : 一 种 为 光滑 型 (smooth，S) ,其 细胞 壁 
的 外 面包 有 一 层 多 糖 莱 膜 (capsule) , 另 一 种 为 没有 莱 膜 的 粗糙 型 (rough，R)。S 型 感染 
小 鼠 会 导致 小 鼠 患 败血症 而 死亡 ,但 将 S 型 加 热 杀 死 后 再 感染 小 鼠 则 不 会 致 病 。R 型 感 
染 小 鼠 不 会 引起 小 鼠 的 死亡 ,但 若 将 R 型 和 加 热 杀 “ 死 ?的 S 型 混合 后 感染 小 鼠 也 能 导致 
小 鼠 死亡 ,并 在 其 体内 检 出 活 的 S 型 (图 2-1)。Griffith 认为 ,实验 的 结果 是 由 于 加 热 杀 
死 的 S 型 肺炎 双 球菌 含有 某 种 “转化 因子 ”(transforming factor) ,可 导致 活 的 R 型 发 生 转 
化 作用 ,使 其 恢复 了 生成 莱 膜 的 能 力 。Griffith 在 三 年 后 还 发 现 , 只 要 有 加 热 杀 死 的 S 型 
双 球 菌 的 存在 ,就 可 让 R 型 在 体外 发 生 转化 。 又 过 了 两 年 ,Griffith 进一步 证 明 只 要 将 S 
型 的 提取 液 加 到 生长 着 R 型 的 培养 基 中 ,同样 也 能 发 生 转 化 。 那 么 提取 物 中 究竟 是 哪 一 
种 物质 充当 "转化 因子 ”促使 S 型 发 生 转 化 的 呢 ? Griffith 最 初 认 为 ,接种 物 中 的 死 细 菌 
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可 能 提供 了 某 些 特异 性 的 蛋白 质 为 食料 ,使 R 型 能 制造 出 荧 膜 。 然 而 ,其 后 Avery 等 人 
在 前 人 工作 的 基础 上 ,经 过 近 十 年 的 努力 ,终于 成 功 在 体外 完成 了 转化 实验 (图 2- 2) ,并 
确定 了 这 种 转化 因子 的 化 学 本 质 是 DNA ,而 不 是 蛋白 质 或 其 他 大 分 子 。 

他 们 将 S 型 双 球菌 加 热 杀 死 后 ,分 离 出 多 糖 、, 脂 类 蛋白质 .RNA 和 DNA, 然 后 分 别 
加 到 R 型 中 培养 , 仅 在 加 入 S 型 DNA 的 及 型 双 球 菌 中 发 生 转 化 ,产生 了 R 型 和 S 型 。 
同时 ,他 们 还 用 不 同 的 水 解 酶 来 处 理 各 提取 物 ,观察 对 实验 的 影响 ,结果 发 现在 DNA 中 
加 入 水 解 DNA 的 DNA 酶 后 就 不 能 发 生 转 化 了 。 


售 2-1 Frederick Griffith 的 肺炎 双 球菌 转化 实验 


尽管 Avery 及 其 同事 的 体外 转化 实验 设计 得 十 分 精确 和 严密 ,但 当时 人 们 仍 怀疑 这 
一 结论 ,主要 原因 有 三 点 : 

(1) 虽然 Feulgen 已 证 明了 DNA 是 染色 体 的 主要 组 分 之 一 ,但 人 们 仍然 认为 遗传 和 
染色 体 上 的 蛋白 质 有 关 。 因 为 蛋白 质 结构 复杂 ,由 20 多 种 氨基 酸 组 成 ,这 些 氨基 酸 不 同 
的 排列 组 合 将 是 个 天 文 数字 ,从 而 可 提供 更 加 丰富 的 遗传 信息 , 且 在 不 同 生 物体 中 的 同 
源 和 蛋白 之 间 在 结构 的 特异 性 上 存在 着 极 大 的 差异 。 而 DNA 只 含有 4 种 不 同 的 碱 基 , 人 
们 一 度 认 为 不 同 种 生物 的 核酸 只 有 微小 的 差异 ,因而 形成 一 种 根深 带 固 的 观念 , 即 始终 
相信 基因 和 染色 体 的 活性 成 分 是 蛋白 质 。 

(2) 认为 转化 实验 中 的 DNA 纯度 不 够 ,还 可 能 有 其 他 杂质 , 正 是 这 些 少量 残留 的 特 
殊 蛋 白质 在 起 着 转化 作用 。 当 时 人 们 难以 忘记 ,20 年 前 Willstatter 由 于 没有 能 将 酶 提纯 
而 错误 宣称 酶 不 是 蛋白 质 的 沉痛 教训 ,这 种 担心 重 蹈 履 芳 的 心理 也 加 重 了 人 们 对 Avery 
实验 结果 的 怀疑 。 

(3) 也 有 人 认为 即使 转化 因子 确实 是 DNA, 但 DNA 可 能 只 是 对 莱 膜 形成 起 着 直接 
的 化 学 效应 ,而 不 是 充当 遗传 信息 的 载体 。 基 于 上 述 原 因 , Avery 的 重大 发 现 并 未 能 引 
起 人 们 的 重视 ,即使 到 了 1949 年 , Hotchkiss 证 实 了 和 莹 膜 无 关 的 细菌 性 状 也 能 转化 ,并 
用 实验 证 明了 DNA 已 提 得 很 纯 , 其 中 蛋白 质 的 污染 已 降 至 0.02% ,这 么 纯 的 DNA 仍 可 
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转化 , 且 纯度 越 高 转化 效率 也 越 高 。 但 这 仍 未 能 改变 人 们 的 观点 ,直到 1952 年 ,由 

Alfred Hershey 和 Martha Chase 设计 的 喉 菌 体 实 验 才 终于 让 人 们 彻底 信服 。 (GZ 入 如果 让 你 现在 重新 
上 = 设计 证 明 遗 传 物质 是 DNA 

的 转化 实验 ,你 会 怎样 设计 ? 

回 背 寺 & 回 


ni Fe “1 和 


bu 


一 


(2) 和 蛋白酶 蛋白 质 导入 S 型 细胞 
” 被 破坏 ”R 细 胞 ” (转化 ) 

有 的 细 RNA 酶 RNA _ 导入 _ ，、S 型 细胞 

| 纯化 的 被 破坏 R 细 胞 (转化 ) 

深 :， 汪 转化 因子 DNA 本 DNA _ ， 导入 __ 、S 型 细胞 
| 了 被 破坏 R 细 胞 (无 转化 ) 
被 去 除 R 细 胞 (转化 ) 


_ 理化 分 析 “、 DNA 为 主 


轩 2:- 2 0.T Avery 的 肺炎 双 球菌 体外 转化 实验 


(二 ) Hershey-Chase 的 噬菌体 实验 

1950 年 ,Erwin Chargaff 证 明 :不 同 生 物 中 DNA 的 碱 基 组 成 不 同 , 而 同 种 生物 体内 
不 同 组 织 .不 同 器 官 中 的 DNA 碱 基 组 成 保持 恒定 ,不 受 生长 发 育 状况 的 影响 , 即 具 有 种 
属 特异 性 ,而 没有 组 织 特异 性 。 这 与 遗传 物质 的 特性 相 吻 合 。 

1952 年 , 即 在 1955 年 Avery 去 世 前 ,Hershey 和 Chase 所 做 的 实验 为 其 提供 了 最 直 
接 的 证 据 。 这 一 突破 性 的 实验 受到 了 工 F， Anderson 两 项 发 现 的 启发 : 

(1) 1949 年 ,Anderson 发 现 , 将 T2 喉 菌 体 悬 液 又 然 用 蒸 馅 水 稀释 ,使 其 受到 渗 震 作 
用 , 叭 菌 体 便 释放 出 DNA, 留 下 其 中 空 的 头 部 外 壳 。 

(2) 叭 菌 体 利用 尾部 吸附 到 细菌 表面 上 进行 感染 ,如 果 用 组 织 搅 碎 器 剧烈 搅拌 ,就 
可 以 阻碍 感染 作用 。1951 年 , Herriott 发 现 这 种 释放 了 DNA 的 鸣 菌 体 空 壳 仍 可 吸附 到 
细菌 上 。 这 些 发 现 为 噬 菌 感染 实验 黄 定 了 基础 。 当 时 已 知 工 2 喉 菌 体 是 由 蛋白 质 外 壳 和 
内 部 的 DNA 组 成 。 由 于 一 般 蛋 白质 只 含有 S 而 不 含 P,DNA 中 含 P 而 不 含 S$, 因而 
Hershey 等 人 想到 用 同位 素 ”S 和 ”P 来 分 别 标记 工 2 的 蛋白 质 外 壳 和 DNA。 他 们 首先 
让 IT2 喉 菌 体 ,分别 去 感染 在 含有 ”P 或 5S 的 培养 基 中 生长 的 大 肠 杆菌 ,在 菌 体 裂解 后 分 
别 收 集 裂 解 菌 液 ,经 标记 后 再 分 别 感染 没有 P 或 5*S 标 记 的 大 肠 杆 菌 ,感染 后 培养 10 分 
钟 ,用 搅拌 器 剧烈 搅拌 ,使 得 吸附 在 细胞 表面 上 的 鸣 菌 体 脱落 下 来 ,再 离心 分 离 ,细菌 发 生 
沉淀 ,而 游离 的 吻 菌 体 悬 浮 在 上 清 液 中 (图 2- 3)。 

经 同位 素 测定 ,上 清 液 和 沉淀 中 * S 的 含量 分 别 为 80% 和 20% ,这 表明 蛋白质 外 壳 
脱落 下 来 ,并 未 进入 细胞 中 ,沉淀 中 的 20 吧 可 能 由 于 少量 的 噬菌体 经 搅拌 后 , 仍 吸 附 在 细 
胞 上 所 致 .P 则 在 沉淀 中 含有 70%% ,而 在 上 清 液 中 仅 有 30%。 这 表明 叹 菌 体感 染 细菌 
后 将 带 有 ”P 的 DNA 已 注入 细胞 中 ,可 能 还 有 少 部 分 噬菌体 尚未 将 DNA 注入 宿主 细胞 
就 被 搅拌 了 下 来 ,所 以 上 清 液 中 约 有 30 色 的?P。 这 个 实验 结果 进一步 证 实 DNA 是 遗传 
物质 ,而 不 是 蛋白 质 。Hershey 也 因此 荣获 了 1969 年 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。 

尽管 噬菌体 和 细菌 属于 非常 低 等 的 生命 形式 ,但 随后 的 研究 证 明 ,DNA 作为 生物 体 
的 遗传 物质 具有 广泛 性 ,在 自然 界 各 种 生命 形式 中 ,DNA 是 遗传 信息 的 主要 载体 。 
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园 2-4 HIV 的 结构 
模式 图 
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() 至 1 噬菌体 附 
) 着 到 细菌 


5. 细胞 裂解, 释 0 人 
放 新 的 苗 体 《2r sf 河 二 
7 


万 公 访 贡 体 将 其 基因 


和 注入 到 宿主 细胞 
4. 噬 苗 体 《RS 网 
颗粒 包装 大 让 三 作 F 和 SC 
， 3. 噬菌体 DNA 复 制 ;新 
的 噬菌体 蛋白 被 合成 
(3) 酒 PPDNA 《 /和 短暂 AR 
一 二 人 -混和 PP 
- 0 放射 性 在 “一 一 区 胞 
T2 噬 落体 感 当 大肠 杆菌 并 在 仿 带 有 ?2P 标 记 将 鸣 菌 体 导 入 ”宿主 细胞 中 得 到 
站 的 培养 基 中 培养 DNA 的 噬菌体 细菌 培养 物 ”并 传 给 子 代 噬菌体 
35G 空 壳 类 入 
S 重 日 NS 加 短暂 Te 本 
EN SEE -混和 二 本 # 二 
锋芒 evw、 > 
2 二 一 二 
T2 哦 菌 体 感 当 大 肠 杆菌 并 在 全 带 有 #S 标 记 将 阶 菌 休 导 入 放射 性 在 鸣 菌 
的 培养 基 中 培养 蛋白 的 噬菌体 细菌 培养 物 体 空 壳 中 得 到 
图 | 2-3 Hershey-Chase 的 叭 菌 体 实 验 
二 、RNA 也 可 以 作为 遗传 物质 


目前 所 知 的 生物 以 及 大 多 数 病毒 都 以 DNA 作为 遗传 信息 的 载体 。 严 格 地 说 来 , 病 
毒 并 不 属于 真正 的 “生物 ”, 而 是 一 种 细胞 内 寄生 的 生命 形式 ,一 旦 离开 宿主 ,病毒 并 不 能 
表现 出 生命 特征 。 只 有 在 活 的 宿主 细胞 内 ,利用 宿主 细胞 的 代谢 装置 和 和 蛋白质 、 核 酸 全 
成 机 器 ,才能 完成 自身 的 复制 。 因 此 ,有 人 仅仅 把 病毒 称 为 遗传 系统 ”(genetic system) 。 
遗传 系统 这 个 名 词 可 以 适用 于 表述 任何 含有 遗传 物质 并 且 有 能 力 复制 的 生命 形式 。 

大 多 数 病毒 由 DNA 和 和 蛋白质 构 成 。DNA 作为 病毒 的 基因 组 ,编码 病毒 蛋白 质 的 遗 
传 信息 就 储存 在 DNA 分 子 的 核 苷 酸 序 列 中 ,病毒 的 DNA 被 蛋白 质 的 外 壳 所 包 庄 。 

但 也 有 少数 病毒 的 遗传 物质 是 RNA。 在 细菌 和 真 核 生物 体内 都 发 现 了 RNA 病毒 。 
例如 , 埃 博 拉 病 毒 (Ebola virus) .流感 病毒 (influenza virus) 和 人 免疫 缺陷 病毒 (human 
immunodeficiency virus，HIV) 即 艾滋 病 病 毒 就 是 RNA 病毒 (图 2- 4) 。 导 致 人 患 非典 型 
肺炎 的 SARS 病毒 (severe acute respiratory virus) 也 是 一 种 RNA 病毒 。 和 DNA 病毒 类 
似 ,RNA 病毒 的 核酸 也 是 包装 在 蛋白 质 外 壳 之 中 的 。 然 而 ,迄今 为 止 ,在 古 菌 体内 还 没 
有 发 现 过 RNA 病毒 。 

RNA 病毒 颗粒 的 核心 是 病毒 RNA 基因 组 ,其 外 包 庄 着 由 病毒 gag 基因 编码 的 核心 
蛋白 (core protein) 。 核 心 蛋白 的 外 面 是 病毒 外 膜 ,来 源 于 宿主 的 细胞 膜 。 外 膜 上 有 外 膜 
蛋白 ,由 病毒 的 ez 基因 编码 。 

多 数 RNA 病毒 侵入 宿主 细胞 后 ,可 以 在 RNA 复制 酶 (replicase) 的 催化 下 进行 病毒 
RNA 的 复制 。 在 一 定 的 条 件 下 将 复制 的 产物 RNA 导入 到 宿主 细胞 ,可 以 产生 正常 的 
RNA 病毒 ,证 明 病 毒 的 全 部 遗传 信息 ,包括 合成 病毒 外 壳 蛋 白 和 各 种 酶 的 信息 都 贮存 在 
被 复制 的 RNA 中 ,因此 RNA 是 这 些 病 毒 的 遗传 物质 。 然 而 ,少数 RNA 病毒 属于 一 类 
逆转 录 病 毒 ( 如 HIV) ,其 复制 需要 经 过 DNA 中 间 体 的 合成 。 这 个 DNA 中 间 体 还 要 整 
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合 到 宿主 细胞 的 染色 体 DNA 中 ,经 过 转录 和 后 加 工 才能 得 到 新 的 全 长 的 病毒 基因 组 
RNA 和 病毒 的 mRNA。 


三 、 某 些 蛋 白质 具有 遗传 物质 的 特性 


长 期 以 来 ,分 子 生 物 学 中 关于 遗传 信息 传递 的 "中心 法 则 ?这 入 人 心 。 ”中心 法 则 ” 认 
为 ,遗传 信息 以 DNA 为 载体 ,从 DNA 到 RNA 再 到 蛋白 质 单 向 传递 。 后 来 人 们 认识 到 
遗传 信息 还 可 以 由 RNA 传递 给 DNA。 但 其 实质 仍然 是 任何 生命 形式 都 含有 核酸 ,遗传 
信息 只 能 由 核酸 来 存储 并 传递 ,蛋白 质 只 是 遗传 信息 的 执行 者 。 人 们 确信 ,核酸 中 的 碱 
基 序 列 决定 了 和 蛋白质 的 氨基 酸 序列 即 一 级 结构 ,而 蛋白 质 的 功能 取决 于 由 其 一 级 结构 决 
定 的 三 维 结构 ,各 项 生命 活动 是 细胞 中 各 种 蛋白 质 功能 的 宏观 体现 。 归 根 到 底 , 核 酸 决 
定 了 一 切 生命 性 状 。 

20 世纪 60 年 代 , 英 国 放射 生物 学 家 T.， Alper 发 现 , 羊 瘙痒 症 的 病因 可 能 是 不 含 核 
酸 的 蛋白 质 ,但 这 样 的 观点 有 悖 于 “核酸 为 中 心 ” 的 观念 ,因而 当时 未 得 到 人 们 的 重视 。 
1982 年 ,Prusiner 的 实验 结果 表明 ,瘙痒 病 致 病因 子 用 灭 活 核酸 的 方法 不 能 明显 降低 其 
致 病 性 ,但 蛋白 质变 性 剂 却 能 使 致 病 力 消 失 , 因 而 提出 该 致 病因 子 确实 不 是 核酸 ,而 是 蛋 
白质 。 为 了 区 别 于 细菌 ,真菌 病毒 及 其 他 已 知 病原 体 , 他 将 这 种 蛋白 质 致 病因 子 命名 为 
肝 病 毒 Cprion), 对 应 的 蛋白 质 单 体 称 为 肝病 毒 蛋白 ,相应 疾病 称 为 肝病 毒 病 。 

1983 年 ,一 次 有 关 植 物 和 动物 亚 病毒 病源 的 国际 会 议 正 式 把 肝病 毒 归 人 亚 病毒 范畴 。 
对 须 病 毒 的 形成 及 其 致 病 机 制 的 研究 已 经 成 为 当今 分 子 生 物 学 研究 的 一 个 重大 课题 。 


侠 2-5 PrP*(a) 和 PrPs(b) 的 三 维 结构 的 比较 


肝病 毒 是 极 微小 的 蛋白 质 微粒 ,类 似 于 病毒 ,但 不 含 核酸 。 与 常规 病毒 一 样 , 肝 病 毒 
有 可 滤 过 性 、 传 染 性 、 致 病 性 以 及 对 宿主 范围 的 特异 性 ,但 它 比 已 知 最 小 的 常规 病毒 还 小 
得 多 约 30~50 nm。 电 镜 下 观察 不 到 病毒 粒子 的 结构 ,上 且 不 呈现 免疫 效应 ,不 诱发 干扰 素 
产生 ,也 不 受 干扰 作用 。 肝 病毒 对 人 类 最 大 的 威胁 是 可 以 导致 人 类 患 克 雅 氏 病 
(Creutzfeld-Jakob disease，CJD) ,这 是 一 种 中 枢 神 经 系统 退行 性 病变 ,患者 最 终 不 治 而 
亡 。 及 病毒 也 可 以 导致 家 畜 患 病 ,如 1996 年 春天 在 英国 草 延 的 “疯牛病 ”就 是 由 须 病 毒 人 ER 如果 将 哺乳 动物 (如 
引起 的 。 小 妃 ) 的 PRNP 基因 吉 除 的 

须 病 毒 蛋白 是 人 体 和 其 他 许多 哺乳 动物 正常 基因 (PRNP) 编 码 的 产物 ,该 基因 位 于 话 . 它 们 还 能 被 胰 病 达 感 来 
人 20 号 染色 体 的 短 臂 ,小 鼠 为 2 号 染色 体 , 基 因 产 物 为 PrP* (细胞 型 )。 人 的 PrP: 由 209 过 次 中 ? 

个 氨基 酸 残 基 组 成 ,含有 1 个 二 硫 键 ,大 小 为 35 一 36 kDa, 主要 定位 于 大 脑 神 经 细胞 膜 
上 。 其 二 级 结构 主要 是 “螺旋 , 约 占 43%%,B 折 释 比 较 少 , 仅 占 3%。 细 胞 型 PrP* 不 具有 
感染 性 和 致 病 性 ,但 是 遗传 突变 可 以 产生 传染 型 PrPs ,饮食 和 手术 等 原因 接触 到 传染 型 
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PrP* ,也 可 以 诱发 正常 的 细胞 型 PrF 异 构 为 传染 型 的 PEP* 。 传 染 型 PrP* 一 级 结构 与 细胞 
型 PrP* 相 同 ,但 二 级 结构 有 较 大 差异 ,含有 34 儿 的 螺旋 和 43% 的 B 折 玛 。 传 染 型 的 PrP* 
因为 结构 特殊 ,无 法 被 细胞 内 溶 酶 体 中 的 蛋白 酶 分 解 ,而 在 溶 酶 体 中 大 量 累积 ,最 终 涨 破 
溶 酶 体 ,使 其 中 的 蛋白 酶 流出 而 对 细胞 造成 破坏 ,使 神经 元 大 量 死亡 而 产生 海绵 状 空洞 。 

由 于 传染 型 PrP* 可 以 促使 细胞 型 PrE' 转 化 为 PrP* ,实现 自我 复制 ,因此 有 人 认为 肝 
病毒 是 一 类 可 以 在 宿主 细胞 内 复制 的 蛋白 质 侵 染 因子 ,复制 方式 是 从 蛋白 质 到 蛋白质, 还 
有 人 认为 这 样 的 蛋白 质 也 是 一 种 遗传 物质 。 对 于 这 样 的 观点 目前 还 存在 很 多 的 争议 , 因 
为 毕竟 及 病 毒 蛋白 归根 到 底 也 是 由 专门 的 基因 在 细胞 里 经 正常 的 基因 表达 产生 的 。 


二 节 “核酸 的 结构 


尽管 在 20 世纪 50 年 代 初 ,人 们 已 经 认识 到 DNA 是 遗传 信息 的 主要 载体 ,但 是 
DNA 如 何 组 成 编码 蛋白 质 的 基因 ,遗传 信息 是 如 何 复制 .表达 等 问题 仍然 没有 答案 。 这 
些 问题 直至 DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 被 提出 以 后 才 有 了 答案 ,可 以 说 DNA 双 螺 旋 结 构 的 发 
现 使 长 期 以 来 神秘 的 基因 成 了 真实 的 分 子 实体 , 它 也 是 分 子 生 物 学 正式 诞生 的 标志 。 

一 、 核 酸 的 化 学 组 成 


核酸 是 由 多 个 核 苷 酸 通 过 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 连接 而 成 的 多 聚 核 苷 酸 (polynucleotide) ， 
包括 RNA 和 DNA 两 大 类 。 构 成 核酸 的 基本 单位 是 核 苷 酸 (nucleotide) ,分 为 核糖 核 昔 
酸 和 脱氧 核 苷 酸 ,它们 分 别 聚 合 而 成 RNA 和 DNA( 图 2-6). 
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鸽 2-6 ， 核 背 酸 以 3' ,5 磷酸 二 琵 键 头 尾 相连 构成 核酸 分 子 


核酸 有 线形 和 环形 ,也 有 单 链 和 双 链 。 线 形 核酸 的 每 一 条 链 都 有 两 个 不 对 称 的 未 
端 :一 端的 5 -羟基 不 参与 形成 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 ,因此 被 称 为 5- 端 ; 另 一 端的 3 -羟基 
不 参与 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 , 故 被 称 为 3 - 端 。 环 状 核酸 没有 游离 的 5 - 端 和 3- 端 。 在 自然 
界 ,DNA 通常 以 双 链 形式 存在 ,在 细胞 内 只 有 一 项 功能 ,就 是 充当 遗传 物质 ,而 RNA 一 
般 以 单 链 形式 存在 ,可 行使 多 项 功能 。 
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遗传 物质 的 分 子 本 质 


已 在 生物 体内 发 现 多 种 天 然 的 RNA, 例 如 转移 RNACtRNA) .信使 RNACmRNA)、 
核糖 体 RNA(CrRNA) 、 核 小 RNA(small nuclear RNA，snRNA) 、 核 仁 小 RNA(small 
nucleolar RNA, shoRNA) . 微 RNACmicroRNA, miRNA) .小 干扰 RNA(Csmall interfering 
RNA，SIRNA) .小 激活 RNA(Csmall activating RNA，saRNA)、 7SL RNA、 向 导 RNA 
(guide RNA，gRNA) 和 Xist RNA 等 ( 表 2-1)。 这 些 RNA 具有 特殊 的 结构 和 功能 ,其 
中 某 些 RNA 存在 于 所 有 的 生物 , 某 些 RNA 是 细菌 . 古 菌 或 真 核 生物 特 有 的 。 有 时 , 根 
据 RNA 是 否 具 有 编码 蛋白 质 的 功能 ,可 将 RNA 分 为 编码 RNA(Ccoding RNA) 和 非 编 码 
RNAGnonrcoding RNA, ncRNA) 。 按 照 这 样 的 划分 ,显然 mRNA 和 tmRNA 以 外 的 所 有 
RNA 都 属于 ncRNA。 而 ncRNA 还 可 以 进一步 分 为 管家 ncRNA(house-keeping ncRNAI) 


表 2-1 不 同类 型 的 RNA 的 功能 和 分 布 


人 功能 -和 在 
信 债 RNAGHRNA) 上- 翻译 模板 所 有 的 生物 
转移 RNACIRNA) “携带 氨基 酸 , 参 与 翻译 同上 
核糖 体 RNACIRNA) | 核糖 体 组 分 ,参与 翻译 同上 
核 小 RNA(snRNA) | 参与 真 核 细胞 核 mRNA 前 体 的 剪接 真 核 生 物 
核 仁 小 RNA(CsnaoRNA) | 参与 古 菌 和 真 核 生 物 'zRNA 前 体 的 后 加 工 真 核 生 物 和 古 菌 
微 RNACmicroRNA) | 主要 在 翻译 水 平 上 抑制 特定 基因 的 表达 绝 大 多 数 真 核 生 物 
小 干 摔 RNACSiRNA) | 主要 在 翻译 水 平 上 抑制 特定 基因 的 表达 同上 
小 激活 RNACsaRNA) | “瞄准 ?特定 基因 的 启动 子 , 激 活 它们 的 转录 某 些 真 核 生物 
LiIRNA 或 Tiwi 语 信 | 反 转 位 子 的 基因 沉默 ;对 于 胚胎 发 育 和 某 些 | 稍 椎 动物 或 无 准 
动物 的 精子 发 生 十 分 重要 动物 的 生殖 细胞 
长 非 编码 RNAKlneRNA) | 在 基因 表达 的 多 个 环节 调节 基因 的 表达 真 核 生 物 
作为 信号 识别 颗粒 (SRP) 的 二 部 分 ;参与 蛋 
7SL RNA 白质 的 定向 和 分 泌 真 核 生 物 和 古 菌 
7SK RNA 抑制 RNA 聚合 酶 卫 催 化 的 转录 延伸 肴 椎 动物 
二 参与 线粒体 DNA 复制 过 程 中 RNA 引物 的 
加 工 ;参与 RNA 的 后 加 工 ; 参 与 切除 一 种 阻 
wa 滞 细 胞 周期 的 蛋白 质 的 mRNA 的 5/- 非 翻译 | 。。 真 核 生物 
序列 ,而 促进 细胞 周期 的 前 进 
坟 兼 有 mRNA 和 名 NA 的 功能 ,参与 原核 生物 
转移 信使 RNACtmRNA) | 无 终止 密码 子 的 mRNA 的 抢救 翻译 细菌 
向 导 了 RNACgRNA) ， | 参与 锥 体 昌 线 粒 体 mRNA 的 编辑 某 些 真 核 生 物 
病毒 RNA 作为 RNA 病毒 的 遗传 物质 RNA 病毒 
-类 病毒 最 水 的 感染 性 致 病因 子 植物 
端 聚 酶 RNA 人 nl- DNA 的 真 核 生物 
核 开 关 或 RNA 开关 | 原核 生物 和 少数 低 
SN 在 转录 或 翻译 水 平 上 调节 基因 的 表达 等 的 真 核 生 物 
机 催化 特定 的 生化 反应 ,如 核糖 核酸 酶 P 和 核 | 原核 或 真 核 生物 以 及 
糖 体 上 的 转 肽 酶 某 些 RNA 病毒 
作为 竞争 性 内 源 RNA, 参 与 调控 细胞 内 特定 2 
miRNA 的 功能 ;还 可 与 细胞 内 一 些 RNA 结 
和 失策 人 后 合 蛋 自 结合 ,调节 这 些 蛋 白质 与 其 他 RNA | 要 着 其 灾 生 人 
之 间 的 相互 作用 。 
| 促进 哺乳 动物 一 条 XX 染色 体 转变 成 高 度 浓 | 。 叭 性 哺 纺 动物 


缩 的 巴 氏 小 体 (Barr body) 
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和 调控 ncRNA(regulatory ncRNA) ,前 者 呈 组 成 型 表达 ,是 细胞 的 正常 功能 和 生存 所 必 
需 的 ,后 者 只 在 特定 的 细胞 ,或 者 在 生物 发 育 的 某 个 阶段 ,或 者 在 受到 特定 的 信和 号 刺激 以 
后 才 表 达 , 它 们 的 表达 可 在 转录 或 翻译 水 平 上 影响 到 其 他 基因 的 表达 。neRNA 中 长 于 
200 nt 的 一 般 称 为 长 非 编 码 RNA(long noncoding RNA， lnc RNA)。 上 述 各 种 类 型 的 
RNA 都 是 线形 的 ,但 近 几 年 来 已 有 很 多 研究 者 在 多 种 生物 体内 发 现 环 状 的 非 编 码 RNA 
(circular nonrcodling RNA，circRNA) 。 


Box 2-1 环 状 非 编 码 RNA 


RNA 研究 总 是 不 断 地 带 给 我 们 惊喜 ! 从 发 现 包括 miRNA 在 内 的 各 种 短 
ncRNA, 到 多 种 长 非 编码 RNA(CIncRNA) ,再 到 现在 的 环 状 RNA(circRNA) ,简直 让 人 
目不暇接 。 

事实 上 ， 日 种 | 20 世纪 70 年 代 就 有 人 发 现 过 circRNA， 全 在 当时 被 视 为 细胞 中 的 
罕见 奇怪 现象 。 因 为 在 那个 被 “中 心 法 则 ?统治 的 时 代 ， 像 circRNA 这 种 不 直接 参与 翻 
译 的 核酸 基本 上 是 无 人 问津 的 。 然 而 在 进入 ,21 世纪 以 后 ,circRNA 研究 开始 引起 了 
人 们 的 注意 ,这 主要 得 益 于 两 点 :一 是 对 以 ImiRNA 为 代表 的 ncRNA 研究 的 兴起 ,二 
是 生物 信息 学 这 门 学 科 的 突飞猛进 ,特别 是 新 一 代 核 酸 测 序 技术 的 发 展 , 使 我 们 能 够 
在 人 类 细胞 中 直接 检测 到 几 万 个 circRNA 分 子 。2012 年 ,美国 斯 坦 福 大 学 的 Patrick 
Browa 等 人 证 实 了 cireRNA 存在 于 在 多 种 类 型 的 细胞 中 5 类 而 促使 徙 多 科学 家 们 开始 
研究 和 理解 它们 ;在 这 之 前 ,我 们 唯一 了 解 的 环 状 RNA 就 只 有 类 病毒 ,而 现在 许多 
cireRNA 浮 出 水 面 ,并 且 具 有 重要 的 生理 功能 ,这 确实 是 个 了 不 起 的 发 现 。 

目前 ;已 在 细菌 、 十 菌 和 真 核 生 物体 内 发 现 了 circRNA。 与 传统 的 线性 RNA 相 
比 , 环 状 RNA 没有 游离 的 3'- 端 和 5/= 端 ,因此 可 以 托 抗 外 切 核酸 酶 的 降解 ,从 而 在 细 
胞 中 可 以 长 期 稳定 存在 。 对 于 真 核 生 物 而 言 , 环 状 RNA 多 由 外 星子 环 化 而 成 ,在 进化 
上 比较 保守 。 基 于 上 述 两 点 , 环 状 RNAL 自 然 成 为 理想 的 临床 诊断 生物 标志 物 
(biomarker) 。 目 前 ,科学 家 们 已 经 证 实 , 在 全 上 血样 本 中 能 采集 到 天 量 稳 定 存 在 的 环 状 
RNA, 而 且 测 序 结 果 显 示 其 整体 错误 率 很 低 。 此 外 ,全 血 中 的 环 状 RNK 丰 并 要 比 小 
脑 和 肝脏 细胞 内 的 高 ,也 远 高 于 线性 RNA 的 表达 水 平 。 

在 真 核 细胞 内 ,circRNA 主要 存在 于 细胞 质 基 质 , 其 作用 主要 是 作为 竞争 性 内 浙 
RNA(competing endogenous RNA， ceRNA)， 参与 调控 细胞 内 特定 miRNA 的 功能 。 
此 外 , 它 还 可 与 细胞 内 一 些 RNA 结合 蛋白 结合 9" 克 丽 机 生计 涛 慨 白 质 与 其 他 RNA 之 
间 的 相互 作用 。 本 

以 一 种 叫 ciIRS-7 的 circRNA 为 例 ， 其 作用 的 miRNA 是 FiR= 7。ciRS=7 驻 称 
为 CDlas, 可 与 mi 退 -7 在 多 个 位 点 结合 。 这 种 结合 让 它 像 海绵 一 样 将 TiiIR- 7 吸附 
住 , 阻 止 miR- 7 去 抑制 特定 的 mRNA 的 翻译 。 此 外 , 它 还 起 到 miR -7 的 缓冲 剂 、 著 
电池 的 作用 。 而 受 miR-7 直接 作用 的 主要 是 癌症 相关 信号 通路 中 的 一 些 蛋 白质 ,如 
表皮 生长 因子 受 体 (EGFR) 胰岛素 受 体 底 物 工 和 底 物 T(IRSIT 和 了 TIRSI)、p21. 蛋 白 
活化 激酶 工 (Pakl) 、 活 化 的 CDC42 激酶 TI (Ackl)， 以 及 磷脂 酰 肪 醇 - 3 激酶 催化 亚 基 ] 
(CPIK3CD) 等 。 大 量 的 实验 证 明 ， 识 水 下 miR- 7 可 显著 抑制 胶 质 瘤 细胞 、 乳 腺 癌 细 胞 
的 增殖 活性 和 侵袭 性 。 


构成 DNA 和 RNA 的 单个 核 苷 酸 都 是 由 含 氮 碱 基 (base) \ 戊 糖 和 磷酸 三 部 分 构成 的 。 

1. 碱 基 

构成 核 苷 酸 的 碱 基 分 为 味 叭 (purine) 和 喀 喧 (pyrimidine) 二 类 。 前 者 主要 有 腺 味 吟 
(adenine，A) 和 乌 叶 叭 (guanine，G) ,后 者 主要 有 了 胞 喀 啶 (cytosine，C) 、 胸腺 喀 啶 (thymine， 
T) 和 尿 旷 了 啶 (uracil, U) , 工 和 T 唯 一 的 区 别 是 工 在 C5 位 上 有 甲 基 相 连 ( 图 2-7)。 

RNA 和 TDNA 都 含有 G.A 和 C 这 三 种 碱 基 ,U 和 T 一 般 被 分 别 视 为 RNA 和 DNA 


第 二 章 


xi QC Jo 


人 


NH: O 
开 于 记 ] 史 
SN 1 is 只 、 

1 H 于 理 

喀 喧 尿 喀 喧 胸腺 喀 喧 
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特有 的 碱 基 。 但 是 ,有 的 RNA 含有 少量 的 (如 tRNA) ,DNA 也 可 能 含有 少量 LU。 

此 外 ,在 核酸 分 子 中 还 发 现 多 种 修饰 碱 基 ,又 称 稀 有 碱 基 。 它 们 是 指 上 述 五 种 碱 基 
环 上 的 某 一 位 置 被 一 些 化 学 基 团 ( 如 甲 基 ) 修 饰 后 的 衍生 物 。 一 般 这 些 碱 基 在 核酸 中 的 
含量 稀少 ,在 不 同类 型 核酸 中 的 分 布 也 不 均一 ,但 对 核酸 的 功能 可 能 起 重要 的 调节 作用 。 
例如 , 绝 大 多 数 真 核 生 物 基 因 组 DNA 上 位 于 CG 序列 中 的 C 可 发 生 甲 基 化 ,转变 成 
5- 甲 基 C。C 甲 基 化 以 后 可 影响 到 周围 基因 的 表达 ,因此 5 - 甲 基 C 有 时 被 称 为 DNA 分 
子 中 的 第 五 个 碱 基 。 再 如 , 某 些 真 核 生 物 基因 组 DNA 上 某 些 位 置 的 A 也 可 甲 基 化 , 形 
成 N6 - 甲 基 A。 这 种 甲 基 化 的 A 也 可 以 影响 到 周围 基因 的 表达 ,因此 有 时 被 称 为 DNA 
分 子 中 的 第 六 个 碱 基 。 

(1) NH.: 
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倍 2-8 核糖 和 核 背 的 结构 图 


2 成 糖 

RNA 中 的 成 糖 是 D -核糖 ,DNA 中 的 戊 糖 是 D - 2 -脱氧 核糖 。 这 是 我 们 判断 一 种 
核酸 究竟 是 RNA 和 DNA 的 唯一 标准 ! D -核糖 或 D- 2 -脱氧 核糖 通过 Cl 位 羟基 ,与 叶 
叭 碱 基 的 N9 或 喀 啶 碱 基 的 N1 形成 B- 糖 苷 键 而 构成 核 苷 ,根据 所 含 戊 糖 的 不 同 分 为 核 
糖 核 苷 和 脱氧 核糖 核 苷 ,或 者 根据 所 含 碱 基 的 不 同 分 为 味 叭 核 苷 和 喀 喧 核 苷 (图 2-8)。 
在 游离 的 核 苷 分 子 中 ,8B -糖苷 键 既 可 是 顺 式 , 也 可 是 反 式 ,但 喀 啶 糖苷 键 通常 是 反 式 , 噶 
叭 糖苷 键 两 者 凤 可 。 然 而 ,在 核酸 分 子 之 中 的 B- 糖 苷 键 一 般 是 反 式 。 


遗传 物质 的 分 子 本 质 
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3. 核 苷 酸 

核 背 中 核糖 中 的 羟基 可 以 与 磷酸 基 团 成 酯 ,生成 核 苷 酸 。 核 糖 核 苷 中 核糖 的 2 、3” 
和 5 产 基 可 以 被 磷酸 化 ,分 别 生成 2 .3 或 5 -核糖 核 苷 酸 ,脱氧 核 灶 核 苷 中 脱氧 核糖 的 
3 和 5 凑 基 可 以 被 磷酸 化 ,分 别 生成 3 或 5 -脱氧 核 昔 酸 。 但 细胞 内 游离 的 核 苷 酸 一 般 
是 5 - 核 苷 酸 。 


二 \ 核 酸 的 一 级 结构 


核酸 的 一 级 结构 是 指 构成 一 个 核酸 分 子 的 各 个 核 苷 酸 结构 单元 或 者 碱 基 的 排列 顺 
序 。 在 书写 核酸 一 级 结构 的 时 候 , 习 惯 从 左 到 右 按 5 到 3 的 方向 书写 例如 ， 
5 pGATCGGAAATC- OH 3 ' .这 段 序 列 中 的 5 和 3 完全 可 以 省 略 掉 。 

作为 遗传 物质 的 DNA 是 以 一 级 结构 的 形式 贮存 信息 的 ,因此 要 了 解 DNA 分 子 中 
所 蕴含 的 遗传 信息 , 必须 先 确定 它 的 序列 。 由 Frederick Sanger 发 明 的 双 赔 氧 法 
(Dideoxy method) 以 及 Maxam 和 Gilbert 发 明 的 化 学 断裂 法 (chemical cleavage method) 
是 两 种 最 经 典 的 测序 方法 , 通 第 被 视 为 第 一 代 测 序 的 方法 。 从 那 时 起 ,DNA 测序 技术 已 
经 历 了 几 代 的 变化 。 这 里 按 " 代 ? 瑟 划 分 ,充分 反映 了 测序 技术 在 速度 和 成 本 上 已 连续 经 
历 了 多 次 重大 的 发 展 和 进步 。 

(一 ) 第 一 代 DNA 测序 4 

第 一 代 测 序 用 得 最 多 的 是 双 脱 氧 法 ,而 化 学 断裂 法 只 在 一 些 特殊 情况 下 使 用 。 尽 管 
在 当今 的 基因 组 测序 中 ,有 许多 新 的 测序 技术 取代 了 双 脱 氧 法 ,但 双 脱 氧 法 引入 的 几 个 
重要 的 概念 几乎 仍然 被 用 在 大 多 数 新 的 测序 技术 中 。 

1]. 双 脱氧 法 

1951 年 ,Sanger 测定 了 和 牛 胰岛 素 的 一 级 结构 ,后 来 因此 获得 第 一 次 诺 贝 尔 奖 。 在 20 
世纪 70 年 代 刚 开始 转向 核酸 序列 测定 研究 时 ,他 和 他 的 同事 们 沿用 了 和 蛋白质 序列 测定 
的 基本 思路 :首先 用 低 浓 度 的 酶 将 待 测 的 核酸 分 子 降解 为 大 干 相互 重 玲 的 大 片段 ,分 别 
分 离 出 这 些 片 段 ,分 别 再 次 用 低 浓 度 的 酶 降解 ,直至 得 到 的 一 组 相互 重 释 的 小 片段 。 测 
出 这 些小 片段 的 序列 ,通过 它们 之 间 相 互 重 琶 的 区 域 推算 出 核酸 序列 。 这 种 方法 的 工作 
量 显然 太 大 、 可 行 性 差 , 因 此 简单 套用 和 蛋白质 序列 测定 的 方法 是 行 不 通 的 ,但 他 们 后 来 建 
立 的 双 脱 氧 法 终于 使 得 DNA 一 级 结构 的 测定 取得 了 突破 。 

双 脱 氧 法 的 特点 在 于 将 生物 体内 DNA 复制 的 酶 学 过 程 应 用 到 序列 测定 中 。 首 先 ， 
待 测 的 双 链 DNA 可 以 被 克隆 到 单 链 只 菌 体 载体 而 产生 单 链 -DNA, 或 者 通过 碱 变性 、 热 
变性 的 方法 直接 得 到 单 链 DNA。 根 据 已 知 序列 合成 的 特定 引物 与 上 述 单 链 模板 褪 火 
后 ,在 DNA 聚合 酶 的 催化 下 以 四 种 dNTP 的 混合 物 为 底 物 ; 侣 成 一 条 与 模板 链 互 补 的 
DNA 链 。 如 果 四 种 脱氧 核 苷 酸 中 有 一 种 或 几 种 的 - 磷 带 有 放射 性 标记 ,那么 ,新 合成 
的 链 将 被 放射 性 同位 素 标记 。 在 正常 反应 条 件 下 ,只 要 有 足够 的 dNTP 存在 ,DNA 链 将 
沿 着 5 一 3 一 直 延 伸 到 模板 的 末端 。 但 是 ,如 果 在 反应 混合 物 中 加 入 一 种 脱氧 核 昔 酸 类 
似 物 , 即 2 ,3 - 双 脱 氧 核 背 三 磷酸 (ddNTP) ,由 于 它 的 脱氧 核糖 无 3- OH, 一 旦 它 参 入 到 
DNA 链 上 ,反应 在 参 人 处 提前 终止 。 因 此 ,只 要 控制 反应 体系 中 dNTP( 其 中 有 一 种 带 放 
射 性 标记 ) 和 ddNTP 比例 ,就 可 以 得 到 一 组 长 短 不 同 的 具有 相同 起 点 的 片段 。 测 序 通常 
需要 做 四 个 平行 的 反应 ,每 个 反应 除 加 四 种 dNTP 以 外 , 仅 加 入 一 种 ddNTP。 例 如 , 某 反 
应 中 加 入 了 ddATP ,那么 在 一 定 的 长 度 范围 内 ,所 有 新 合成 的 DNA 片段 由 于 参 入 ddATP 
而 导致 的 意外 终止 ,在 3 一 端 都 是 A。 因 此 ,在 ddATP 浓度 适当 的 情况 下 ,所 有 新 生 链 中 A 
的 位 置 都 会 对 应 于 相应 长 度 的 DNA 片段 。 将 四 组 反应 产物 通过 高 分 辩 率 的 聚 丙烯 酰胺 
凝 胶 电泳 分 离 , 再 经 放射 自 显影 ,就 可 以 从 电泳 图 谱 上 按 片段 从 小 到 大 , 读 出 新 生 DNA 链 
的 碱 基 排 列 顺序 ,根据 碱 基 互 补 配 对 的 原则 很 容易 得 出 模板 链 的 序列 (图 2-9)。 
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侠 2-9 双 脱 氧 未 端 终止 法 测定 DNA 序列 

化 学 断裂 法 首先 将 待 测 定 的 DNA 片段 的 一 端 (3 - 端 或 5 - 端 ) 进 行 放射 性 标记 , 然 
后 在 适当 的 条 件 下 ,用 专 一 性 的 化 学 试剂 特异 性 地 修饰 DNA 分 子 上 的 某 种 或 某 类 碱 基 ， 
并 控制 反应 条 件 ,使 每 条 DNA 链 上 平均 仅 有 一 个 碱 基 被 修饰 。 然 后 从 DNA 链 上 除去 
已 被 修饰 的 碱 基 ,并 通过 不 同 的 化 学 处 理 鸽 DNA 在 这 个 部 位 被 切断 。 再 将 得 到 的 各 种 
长 度 的 带 放射 性 标记 的 片段 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 电 访 分离。 裂解 DNA 的 过 程 包 括 : 有 
限 的 碱 基 修饰 .修饰 碱 基 从 核糖 上 脱落 及 5 ,3 ' 两 侧 磷 酸 三 酯 键 断 裂 三 步 反 应 。 例 如 ,在 
pH 8.0 下 ,硫酸 二 甲 酯 可 以 使 DNA 上 鸟 味 叭 N7 位 进行 甲 基 化 , 甲 基 化 使 C8 一 C9 键 对 
碱 裂 解 有 特异 的 敏感 性 , 极 易 水 解 ; 在 pH 2.0 下 , 哌 啶 甲酸 可 以 使 味 叭 环 的 N 原子 质子 
化 而 脱 叮 叭 ,并 可 使 DNA 链 仅 在 鸟 味 叭 残 基 处 断裂 。 如 果 同 位 素 标记 在 5 -端的 话 , 这 
样 就 产生 了 一 条 DNA 单 链 分 子 5- 端 有 放射 性 同位 素 标记 , 另 一 端的 下 一 个 碱 基 为 鸟 噶 
叭 。 当 然 还 需要 同时 再 完成 针对 其 他 三 种 碱 基 的 特异 性 裂解 反应 ,通常 可 以 通过 酸 的 作 
用 削弱 腺 呀 叭 和 鸟 味 叭 的 糖苷 键 , 哌 啶 甲酸 进而 脱 去 味 叭 并 切断 磷酸 二 酯 键 。 如 果 将 这 
组 结果 与 鸟 味 叭 的 结果 在 相 邻 的 加 样 孔 电泳 的 话 ,通过 比较 很 容易 推断 出 腺 味 叭 的 位 置 。 

腊 在 碱 性 条 件 下 进攻 胸腺 喀 啶 和 胞 喀 啶 的 C4 位 和 C6 位 ,然后 在 哌 啶 甲酸 的 作用 下 
脱 去 碱 基 并 进一步 导致 DNA 链 断 裂 。 在 1. 0 moVL NaCl 存在 下 ,有 愤 与 胞 喀 啶 发 生 专 一 
性 反应 ,这 样 就 可 以 在 C 和 CT+T 两 组 产物 中 区 分 C 和 T。 在 所 有 碱 基 专 一 性 的 部 分 降 
解 后 得 到 的 片段 ,实际 上 比 该 碱 基 所 在 的 片段 少 了 一 个 核 苷 酸 (图 2-10)。 

化 学 断裂 法 测定 核酸 序列 在 速度 .操作 难度 .可 测定 的 DNA 片段 的 长 度 等 方面 都 逊 
于 未 端 终止 法 ,但 对 于 测定 小 片段 DNA,. 引 物 和 人 工 合成 片段 的 序列 特别 适合 。 另 外 在 
DNA 足 印 法 (DNA footprinting) 中 也 有 它 的 应 用 (参看 第 七 章 RNA 的 生物 合成 ) 。 

双 脱 氧 法 通过 在 体外 合成 DNA 的 过 程 中 参 人 ddNTP, 从 而 产生 四 组 末端 已 知 DNA 
片段 的 混合 物 ,化 学 断裂 法 则 通过 特异 性 的 化 学 修饰 与 裂解 ,进而 得 到 四 组 末端 已 知 的 
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DNA 片段 的 混合 物 , 因 此 从 这 一 点 上 看 来 ,两 
种 看 似 完 全 不 同 的 方法 有 着 完全 相同 的 思路 。 

3. 全 自动 测序 

Sanger 发 明 的 DNA 测序 方法 以 前 都 是 由 
手工 完成 。 尽 管 每 次 测定 序列 的 长 度 可 以 达到 
数 百 个 碱 基 , 但 要 完成 一 种 生物 的 基因 组 的 序 
列 测定 ,工作 量 还 是 十 分 巨大 。20 世纪 90 年 
代 初 期 ,在 Sanger 法 的 基础 上 , 自动 化 的 DNA 
测序 技术 得 到 了 发 展 。 正 是 在 这 一 技术 的 基础 
上 ,人 类 基因 组 计划 才 得 以 实施 。 如 果 没 有 高 
通 量 的 自动 化 测序 技术 ,要 完成 如 此 浩大 的 工 
程 几 乎 是 不 可 能 的 。 

自动 测序 的 DNA 聚合 反应 仍然 是 手工 完 Te 
成 的 ,在 原理 上 和 Sanger 的 手工 测定 方法 并 无 5#2P_TCCTGATCCCAGTCTA3， 
本 质 的 区 别 。 差 别 在 于 用 荧光 标记 取代 了 同位 SATCTGACCCTAGTCCT- PY 3 
素 标记 ,通过 标记 引物 或 者 标记 ddNTP 引入 菊 圈 2 - 10 化 学 断裂 法 测定 核酸 序列 的 原理 
光 , 使 DNA 聚合 反应 的 产物 带 上 4 种 不 同 颜色 的 荧光 。 比 如 用 红色 荧光 标记 ddATP， 
那么 在 含有 荧光 ddATP 的 反应 体系 中 ,所 有 以 A 结 尾 的 DNA 条 带 都 带 有 红色 荧光 。 
在 DNA 聚合 反应 完成 后 ,4 个 样品 被 混合 在 一 起 。 随 后 从 样品 的 上 样 . 电 泳 .电泳 条 带 
的 检测 ,到 最 终 DNA 序列 的 生成 ,都 可 以 由 机 器 自动 化 完成 (图 2-11)。 


(1) 引物 延伸 反应 s 
ddA 反 应 : ddC 反 应 
EGG 大 疝 戌 -一 一 TACTATGCCAGA 
ATGA - ATGATAC 
ddG 反 应 : ddT 反 应 : 
ACT ATTGGCC 人 人 NT 一 一 一 一 TAGCTATCECERAE 二 
ATGATACG 一 一 AIGAT 
(2) 电泳 
aa 人 
Eee 
= 一 人 
一 一 C 
人 
一 一 G 
一 一 T 
一 -一 人 
一 一 工 
一 一 C 
一 一 从 
下 
条 带 发 射 的 荧光 激光 
探测 器 激光 器 
接 计 算 机 


GACUTUCOGCGGCCGCOITUGTOCAU TACCOGCGGOGAGGTGCAGGcCATGCTCGO CCA 


50 60 70 80 90 
针 2-11 自动 化 末端 终止 法 DNA 序列 测定 的 原理 


第 二 章 ” 遗传 物质 的 分 子 本 质 


DNA 条 带 经 电泳 后 得 到 分 离 , 按 分 子 从 小 到 大 的 顺序 依次 通过 检测 区 。 检 测 区 有 
一 个 激光 器 ,可 发 出 不 同 波长 的 激发 光 。 当 DNA 条 带 被 激光 照射 后 ,DNA 上 的 效 光 基 
团 被 激发 产生 荧光 。 不 同 的 荧光 信号 被 探测 器 探测 到 后 ,被 转换 为 相应 的 电信 号 后 输入 
计算 机 记录 下 来 。 由 于 相 邻 的 条 带 只 差 一 个 碱 基 , 而 不 同 的 荧光 又 代表 特定 的 碱 基 末 
端 。 因 此 ,根据 依次 通过 检测 区 的 DNA 条 带 的 荧光 颜色 及 强度 ,可 以 用 软件 实现 DNA 
序列 的 自动 输出 。 

荧光 标记 灵敏 度 高 ,没有 放射 性 污染 ,而 且 4 色 菊 光标 记 可 以 用 不 同 的 波长 检测 , 因 
此 4 个 样品 可 以 混合 在 同一 个 泳 道内 电泳 ,提高 了 凝 胶 的 利用 率 , 检 测 通 量 是 原来 的 
4 售 。 

(二 ) 第 二 代 DNA 测序 

第 二 代 测 序 技 术 的 典型 标志 是 使 用 大 规模 并 行 的 方法 , 即 大 量 样品 在 同一 个 仪器 内 
同时 测定 。 但 要 做 到 这 一 点 需要 实现 微型 化 和 增强 的 计算 能 力 。 第 二 代 测 序 方法 在 速度 
上 比 第 一 代 快 100 倍 。 有 三 种 被 广泛 使 用 的 第 二 代 测 序 方 法 ,它们 是 454 Life Sciences 焦 
磷酸 测序 (pyrosequencinrg) Illurmina/Solexa 测序 和 SOLiD/Applied Biosystems 测序 。 

454 系统 需要 将 DNA 切 成 几 百 个 碱 基 长 的 单 链 片段 。 每 一 个 片段 被 固定 在 小 珠子 
上 ,随后 使 用 PCR 进行 扩 增 , 使 得 每 一 个 珠子 上 带 有 许多 相同 拷贝 的 DNA。 再 使 用 微 
型 机 器 人 ,将 珠子 放 到 含有 上 百 万 微 孔 的 光纤 平板 上 ,每 一 个 微 孔 刚好 可 以 放 和 人 一 个 小 
珠 。 与 Sanger 的 末端 终止 法 相似 , 焦 磷酸 测序 也 需 用 DNA 育 合 酶 合成 互补 链 。 但 焦 磷 
酸 测序 还 需要 在 同一 反应 体系 中 加 另外 3 种 酶 ,它们 与 DNA 聚合 酶 一 起 组 成 级 联 化 学 
发 光 反 应 ,在 每 一 轮 测序 反应 中 ,只 加 入 一 种 dNTP, 若 该 dNTP 与 模板 配对 ,聚合 酶 就 可 
以 将 其 参 入 到 引物 链 的 3 - 端 ,并 释放 出 等 量 的 焦 磷 酸 基 团 (PP )。PP, 可 转化 为 可 见 光 
信和 号 ,并 最 终 转化 为 一 个 峰值 。 每 个 峰值 的 高 度 与 反应 中 参 人 的 核 苷 酸 数目 成 正比 。 第 。 《GE 知 何 判 断 几 个 相同 
一 轮 反 应 结束 后 ,再 加 入 下 一 种 dNTP ,继续 下 一 轮 DNA 链 的 合成 。 整 个 测序 反应 分 为 序列 ? 
四 步 (图 2- 12): 


2- 12 焦 磷 酸 测序 的 原理 


(1) 将 待 测 的 单 链 DNA 作为 模板 ,与 其 特异 性 的 测序 引物 结合 ,然后 加 入 四 种 酶 的 
混合 物 , 包 括 :DNA 聚合 酶 .ATP 硫酸 化 酶 (ATP sulfurylase) ,荧光 素 酶 (luciferase) 和 双 
磷酸 酶 (apyrase) 。 反 应 底 物 有 腺 苷 - 5 -磷酸 硫酸 (adenosine-5'-phosphosulfate，APS) 和 
荧光 素 (luciferin) 。 

(2) 向 反应 体系 中 加 入 1 种 dNTP, 如 果 它 正好 能 和 DNA 模板 上 的 下 一 个 碱 基 配 
对 ,就 会 在 DNA 聚合 酶 的 催化 下 ,被 添加 到 测序 引物 的 3 - 端 , 同 时 释放 出 1 分 子 PP,。 
dATP 需 由 脱氧 腺 苷 - a 硫 -三 磷酸 (deoxyadenosine orthio triphosphate，dATPaoS) 人 代替， 
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原因 是 DNA 聚合 酶 对 dATPaS 比 对 dATP 的 催化 效率 高 , 且 dATPaS 不 是 荧光 素 酶 的 
底 物 。 

(3) 在 ATP 硫酸 化 酶 的 作用 下 ,生成 的 PP 可 以 和 APS 结合 形成 ATP。 在 荧光 素 
酶 的 催化 下 ,生成 的 ATP 又 可 以 和 荧光 素 结合 ,形成 氧化 荧光 素 , 同 时 产生 可 见 光 。 通 
过 电荷 耦合 器 (charge coupled device，CCD) 光 学 系统 , 即 可 获得 一 个 特异 的 检测 峰 , 峰 值 
的 高 低 和 相 匹 配 的 碱 基数 成 正比 。 

(4) 反应 体系 中 剩余 的 dNTP 和 残留 的 少量 ATP 在 双 磷 酸 酶 的 作用 下 发 生 降解 。 

(5) 加 入 另 一 种 dNTP, 按 第 (2) 3)、(4) 步 反应 重复 进行 ,根据 获得 的 峰值 图 即 可 
读 取 准 确 的 DNA 序列 信息 。 

焦 磷酸 测序 的 另外 一 个 用 处 是 通过 比较 亚 硫 酸 盐 (bisulfite) 处理 前 后 的 测序 结果 ， 
快速 地 检测 目标 DNA 甲 基 化 的 频率 和 样式 ,对 样品 中 的 甲 基 楷 位 点 进行 定性 及 定量 检 
测 。 如 图 2- 13 所 示 ,需要 对 同一 种 样品 进行 两 次 测序 :一 次 是 对 原始 样品 直接 进行 焦 
磷酸 测序 , 另 一 次 是 先 使 用 亚 硫 酸 盐 对 样品 处 理 ,然后 进行 PCR 扩 增 ,再 进行 测序 。 亚 
硫酸 盐 能 够 将 没有 甲 基 化 的 .C 转变 成 U, 甲 基 化 的 C 则 不 会 受 影 响 。 因 此 ,通过 PCR 扩 
增 , 甲 基 化 的 C 被 拷贝 成 C, 而 由 没有 甲 基 化 转变 而 来 的 U 则 被 拷贝 成 。 于 是 ,第 二 次 
测序 的 结果 上 保留 为 C 的 位 置 就 是 原始 样品 上 甲 基 化 C 的 位 置 ,而 新 出 现 的 工 峰 则 是 
原来 没有 甲 基 化 的 C 所 在 的 位 置 。 


CpG 或 "CpG 
GCGGTEAGTGACGCGATGGAGCGGGC 
GYGGTBAGTGAYGYGATGGAGYGGGC 
GYGGTUAGTGAYGYGATGGAGYGGGC 
LA 二 - 

检 测 甲 基 化 水 平 


C 人 96 CC33690 CS 294 


核 音 酸 分 布 
侠 2- 13 焦 磷 酸 测序 测定 甲 基 化 位 点 的 原理 


Jllumina/ Solexa 方法 类 似 于 Sanger 法 ,也 要 进行 DNA 合成 ,并 使 用 链 末 端 核 苷 酸 
终止 剂 。 但 使 用 的 未 端 终止 剂 不 是 双 脱 氧 核 背 酸 ,而 是 单 脱 氧 核 苷 酸 ,而 且 参 人 是 可 逆 
的 。 此 外 ,四 种 作为 末端 终止 剂 的 单 脱氧 核 苷 酸 在 3 -羟基 带 有 不 同 荧光 标记 。 

(三 ) 第 三 代 DNA 测序 

第 三 代 测 序 技术 的 核心 特征 是 对 单 分 子 DNA 测序 。 这 里 有 两 个 新 颖 之 处 对 于 单 分 
子 测 序 至 关 重 要 :首先 ,反应 在 纳米 容器 内 进行 。 这 些 细 小 的 圆柱 体 金 属 槽 (20 nm 宽 ) 
可 以 有 效 地 降低 背景 光 , 使 得 单个 核 苷 酸 发 出 的 单 道 闪光 能 够 检测 到 ;其 次 ,荧光 标签 不 
一 定 标 在 参 和 的 脱氧 核 背 酸 上 ,而 可 能 是 标 在 释放 出 来 的 焦 磷 酸 基 团 上 。 于 是 ,荧光 标 
签 没 有 积累 在 DNA 上 ,而 是 每 一 次 反应 释放 一 个 显 微 的 可 见 光 信 和 号。 主要 有 两 种 途径 : 
一 条 基于 显 微 技 术 (microscopy) , 另 一 条 是 基于 纳米 技术 Cnanor-technology)。HeliScope 
的 单 分 子 测 序 仪 (single molecule sequencer) 实 际 上 也 是 一 种 循环 芯片 测序 设备 。 其 最 大 
特点 是 无 需 对 测序 模板 进行 扩 增 ,因为 它 使 用 了 一 种 高 灵敏 度 的 荧光 探测 仪 直接 对 单 链 
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DNA 模板 进行 合成 法 测序 :首先 ,将 基因 组 DNA 切割 成 随机 的 小 片段 DNA, 并 且 在 每 
个 片段 未 端 加 上 多 聚 A 尾巴 ;然后 ,通过 多 聚 A 尾巴 与 固定 在 芯片 上 的 多 聚 工 互补 配 
对 ,将 待 测 模板 固定 到 芯片 上 , 制 成 测序 芯片 ;最 后 ,借助 聚合 酶 将 荧光 标记 的 单 脱氧 核 
寿 酸 挫 人 到 引物 上 (图 2- 14)。 和 采集 效 光 信号 ,切除 荧光 标记 基 团 ,进行 下 一 轮 测序 反 
应 ,如 此 反复 ,最 终 获 得 完整 的 序列 信息 。 据 报道 ,经 过 数 百 轮 这 种 单 碱 基 延 伸 可 以 获得 
25 bp 或 更 长 的 测序 长 度 。 太 平 洋 生命 科学 单 分 子 实时 测序 (Pacific Bicsciences single- 
molecule real-time sequencing) 则 使 用 一 种 叫 零 模 式 波 导 (zero-mode waveguides) 的 技术 。 
在 使 用 这 种 方法 的 时 候 ,DNA 聚合 酶 延伸 四 种 带 有 不 同 菊 光 染 料 的 脱氧 核 苷 酸 。 每 一 
个 脱氧 核 苷 酸 在 参 和 的 瞬间 会 发 出 一 道 菊 光 。 


Cy5S 


3'.AAAAAAAAAAGACATACTATGAG5' 
[载体 表面 ]- 5$..TTTTTTTTTT mmdo~ 


2.Cy5-dGTP， 采 集 信号 ， 切 除 荧 光标 记 
3，Cy5-dCTP， 采 集 信 号 ， 切 除 荧光 标记 
4.Cy5-dTTP， 采 集 信号 ， 切 除 菊 光标 记 


鲜 2-14 HeliSeope 的 单 分 子 测序 仪 测序 的 基本 原理 


浊 ICy5-dATP， 采 集 信和 号， 切除 荧光 标记 


(四 ) 第 四 代 DNA 测序 

第 四 代 测 序 技 术 的 核心 特征 是 不 再 使 用 光 检 测 ,而 是 利用 离子 流 (ion torrent) 测 序 ， 
所 以 也 称 为 后 光 测 序 (post light sequencing)。 这 一 代 测 序 方法 并 不 适用 单 分 子 测序 。 它 
测定 的 是 伴随 一 个 新 脱氧 核 苷 酸 的 参 和 人 释放 出 来 的 质子 (图 2- 15)。 这 种 方法 测序 的 速 
度 极 快 , 相 关 的 测序 仪器 比 前 几 代 测序 所 使 用 的 仪器 要 便宜 很 多 。 例 如 ,这 种 仪器 可 以 
在 不 到 一 天 的 时 间 测 出 一 个 人 的 全 基因 组 序列 。 离 子 流 测序 的 基本 原理 是 :在 半导体 世 
片 的 微 孔 中 国定 DNA 链 ,随后 依次 挫 和 人 ACGT。DNA 聚合 酶 以 单 链 DNA 为 模板 , 按 碱 
基 互 补 原理 ,合成 互补 的 DNA 链 。DNA 链 每 延伸 一 个 碱 基 时 ,就 会 释放 一 个 质子 ,在 它 
们 穿 过 每 个 孔 底部 时 能 被 离子 传感器 检测 到 pH 变化 ,即刻 便 从 化 学 信和 号 转变 为 数字 电 
子 信号 ,从 而 通过 对 质子 的 检测 ,实时 判读 碱 基 。 在 离子 流 半导体 测序 芯片 上 每 个 微 孔 

O 正在 延伸 的 DNA 链 


O O 

| | 
| | | 

打 释 放 改变 pH， 全 OH ”OH 

产生 电信 和 号 O 

H2C 
HE HU 
和 
有 OH 阳 

即将 参 入 的 dNTP 


革 2-15 离子 流 测序 反应 


草 


遗传 物质 的 分 子 本 质 


29 


为 什么 不 能 用 PCR 


30 


的 微 球 表面 ,含有 大 约 100 万 个 拷贝 的 DNA 分 子 。 如 果 DNA 链 含 有 两 个 相同 的 碱 基 ， 
则 记录 电压 信号 是 双 倍 的 。 如 果 碱 基 不 匹配 , 则 无 质子 释放 ,也 就 没有 电压 信号 的 变化 。 
这 种 方法 属于 直接 检测 DNA 的 合成 , 因 少 了 CCD 扫描 和 荧光 激发 等 环节 , 几 秒 钟 就 可 
检测 合成 插入 的 碱 基 , 大 大 缩短 了 运行 时 间 。 

纳米 孔 Cnanopore) 技 术 基 于 能 在 单 分 子 水 平 上 操作 的 显 微 仪器 。DNA 的 纳米 孔 检 
测 器 特别 细 ,一 个 纳米 孔 一 次 只 人 允许 一 条 DNA 单 链 通过 。 牛 津 纳 米 孔 技术 系统 使 用 的 
纳米 孔 是 由 蛋白 质 制备 而 成 的 。 在 毫 伏 级 电压 的 作用 下 ,DNA 的 一 条 单 链 通过 纳米 孔 
向 前 泳 动 。 随 着 单 链 DNA 分 子 通过 小 孔 ,检测 器 记录 纳米 孔 的 电流 变化 。 电 流 的 差别 
取决 于 每 一 个 碱 基 以 及 不 同 碱 基 的 组 合 (图 2- 16)。 纳 米 孔 技术 的 主要 优点 在 于 快速 和 
能 测定 长 的 DNA, 其 他 大 多 数 测序 方法 测定 的 是 短 的 DNA 片段 。 此 外 ,可 以 将 许多 纳 
米 孔 集中 装配 在 一 个 小 小 的 芯片 上 ,这样 可 以 并 行 测定 许多 长 的 DNA 片段 。 


随 着 DNA 通 过 纳米 孔 ,| 站 
号 条 异性 电 有 作 由 ， 


生 寺 再， 
大 芭 人 ) 


< 


oa ao 


AAA 
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便 2-16 纳米 孔 测 序 反应 


(五 ) 单 细胞 基因 组 DNA 测序 (single cell DNA genome sequencing ) 

特定 基因 组 DNA 的 来 源 并 不 总 是 充分 的 ,有 时 可 能 只 有 单个 细胞 ,如 在 法 医 调查 进 
行 DNA 指纹 分 析 的 时 候 , 犯 罪 嫌 疑 人 在 案 发 现场 可 能 只 留 下 二 个 细胞 。 此 外 ,在 检测 两 
个 细胞 之 间 在 基因 组 DNA 水 平 上 的 差异 时 ,基因 组 DNA 也 是 来 自 单个 细胞 。 如 何 能 
对 单个 细胞 的 基因 组 DNA 进行 序列 分 析 , 在 新 一 代 测 序 方法 建立 之 前 , 那 是 难以 想象 
的 ! DNA 测序 技术 的 突飞猛进 才 使 得 单 细 胞 测序 变 得 可 能 。 

单 细胞 基因 组 DNA 测序 (图 2-17) 首 先 需要 分 离 出 单个 细胞 ,并 进行 全 基因 组 扩 增 
(whole-genome-amplification，WGA) ,然后 构建 测序 文库 ,最 后 使 用 新 一 代 测 序 技术 进行 
序列 分 析 。 其 中 全 基因 组 扩 增 极为 关键 ,目前 广泛 使 用 的 扩 增 方法 并 不 是 PCR, 而 是 多 重 
取代 扩 增 (Multiple Displacement Amplification，MDA) (图 2-18)。 这 种 方法 的 灵敏 度 非 
常 高 ,可 扩 增 出 10 g 的 DNA。MDA 所 需要 的 试剂 主要 包括 由 六 聚 核 苷 酸 构成 的 随机 
引物 ,以 及 一 种 来 自 更 29 叭 菌 体 的 高 保 真 .高 进行 性 的 DNA 聚合 酶 。 在 30 已 恒温 下 进行 
扩 增 反应 ,这 时 DNA 聚合 酶 利用 随机 的 引物 ,以 来 自 单个 细胞 的 DNA 为 模板 ,不 断 地 合 
成 互补 的 新 链 进 行 取代 反应 ,最 终 可 得 到 多 个 拷贝 12 kb 一 100 kb 长 的 全 基因 组 DNA。 

至 于 RNA 一 级 结构 的 测定 ,有 两 种 不 同 的 策略 :一 是 直接 测定 。 具 体 测 定 的 方法 可 
以 用 质谱 分 析 ; 二 是 间接 测定 。 这 需要 先 用 逆转 录 酶 将 待 测 的 RNA 逆转 录 成 cDNA, 然 
后 直接 测定 cDNA 序列 ,再 反 推 出 互补 的 RNA 序列 。 
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侠 2:-18 多 重 取代 扩 增 反应 原理 


三 、 核 酸 的 二 级 结构 


(一 ) DNA 的 二 级 结构 

DNA 最 典型 的 二 级 结构 形式 是 双 螺 旋 。 这 种 结构 的 成 功 之 处 除 可 解释 X 射线 衍射 
图 谱 及 核酸 化 学 的 实验 结果 外 ,还 很 好 地 解释 了 作为 遗传 物质 的 DNA 是 如 何 进行 复制 、 
重组 .损伤 修复 和 转录 的 。 

1.DNA 双 螺 旋 

1953 年 ,Watson 和 Crick 以 非凡 的 洞察 力 ,以 立体 化 学 上 的 最 适 构象 建立 了 一 个 与 
DNA 的 X 射 线 衍 射 数 据 相 符 的 DNA 分 子 结构 模型 (图 2- 19)。 他 们 与 Wilkins 和 
Franklin 于 1953 年 4 月 25 日 ,在 Nature 上 提出 了 DNA 双 螺 旋 模 型 和 实验 证 据 , 解 释 了 当 
时 所 知道 的 DNA 分 子 的 一 切 理化 性 质 ,并 将 DNA 分 子 的 结构 特性 与 其 携带 和 传递 遗传 
言 息 的 功能 联系 起 来 。 这 是 一 个 能 够 在 分 子 水 平 上 阐述 遗传 基本 特征 的 DNA 二 级 结构 。 

Watson 和 Crick 提出 的 DNA 双 螺 旋 模 型 的 要 点 如 下 : 

(1) 主 链 呈 螺旋 状 

DNA 的 密度 表明 DNA 螺旋 由 两 条 绕 同一 轴 心 旋转 的 多 聚 核 苷 酸 链 组 成 ,脱氧 核糖 
通过 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 相连 形成 主 链 ,两 条 主 链 反 向 平行 ,并 呈 右 手 螺 旋 。 主 链 处 于 螺 
旋 的 外 侧 , 所 谓 双 螺 旋 就 是 针对 两 条 主 链 的 形状 而 言 的 。 
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侠 2-19 DNA 双 螺 旋 的 结构 模型 


(2) 碱 基 位 置 

螺旋 恒定 的 直径 表明 每 条 链 的 碱 基 位 于 螺旋 内 部 , 碱 基 平面 与 螺旋 轴 垂 直 。 碱 基 通 
过 糖苷 键 与 主 链 糖 基 相 连 。 同 一 平面 的 碱 基 在 两 条 主 链 间 形成 碱 基 对 。 但 螺旋 周期 内 
的 各 碱 基 对 平面 的 取向 均 不 同 。 碱 基 对 具有 二 次 旋转 对 称 性 的 特征 ,即使 碱 基 旋转 180” 
也 不 影响 双 螺 旋 的 对 称 性 。 即 双 螺 旋 结 构 在 满足 两 条 链 碱 基 互 补 的 前 提 下 ,DNA 的 一 
级 结构 并 不 受 限 制 。 这 一 特征 能 很 好 地 阐明 DNA 作为 遗传 信息 载体 在 生物 界 的 普遍 

43) 幅 基 互补 配对 

一 条 链 的 碱 基 与 另 一 条 链 的 碱 基 通 过 氧 键 联系 起 来 形成 碱 基 对 。 在 双 螺 旋 结构 中 ， 
味 叭 总 是 与 喀 啶 配对 ,因为 味 叭 与 味 叭 配 对 使 螺旋 直径 太 大 ,而 喀 啶 与 喀 啶 配对 则 使 螺 
旋 直 径 太 小 。 味 叭 与 喀 啶 配对 形成 专 一 碱 基 对 :A 总 是 和 工 配对 ,G 总 是 和 C 配 对 。 决 
定 DNA 双 螺 旋 结 构 中 这 种 碱 基 配 对 专 一 性 的 因素 有 两 个 :一 是 碱 基 之 间 在 几何 形状 的 
互补 性 ,二 是 碱 基 之 间 形 成 的 特异 性 氢 键 。 据 测定 ,A 和 工 之 间 可 以 形成 2 个 氢 键 ,G 和 
C 之 间 可 以 形成 3 个 氢 键 (图 2- 20)。 

(4) 大 沟 和 小 沟 

大 沟 Cmajor groove) 和 小 沟 Cminor groove) 分 别 指 双 螺 旋 表 面 凹 下 去 的 一 大 一 小 的 
沟 槽 。 从 双 螺 旋 中 心 到 两 条 主 链 的 连 线 将 DNA 的 横 截 面 划分 为 两 个 不 等 的 鹿 形 ,一 个 
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伽 2-20 DNA 双 螺旋 中 互补 碱 基 的 配对 


大 于 180" ,一 个 小 于 180" ,分 别 对 应 于 大 沟 和 小 沟 ( 图 2-21)。 在 大 沟 和 小 沟 内 的 碱 基 对 
中 的 N 和 O 原子 朝向 分 子 表面 。 这 些 特性 对 于 DNA 双 螺 旋 结 构 中 遗传 信息 的 识别 是 
非常 重要 的 ,因为 只 有 在 沟 内 , 非 组 蛋白 才能 识别 出 不 同 的 碱 基 顺 序 。 在 双 螺 旋 结 构 的 
表面 是 没有 特异 性 差别 的 磷酸 和 脱氧 核糖 骨架 ,并 不 携带 任何 遗传 信息 。 


B-DNA 俯视 图 


个 2-21 DNA 的 大 沟 和 小 沟 


双 螺 旋 上 的 大 沟 和 小 沟 是 DNA 分 子 对 外 展示 信息 和 交流 信息 的 窗口 。 大 沟 里 含有 
更 多 的 化 学 信息 ,因为 在 其 中 的 每 个 碱 基 对 能 提供 更 多 的 氢 键 供 体 和 受 体 以 及 朴 水 基 
团 , 这 些 信 息 可 以 被 DNA 序列 特异 性 结合 蛋白 用 来 识别 和 结合 特异 性 碱 基 序列 。 例 如 
(图 2-22):AT 碱 基 对 在 大 沟 里 展示 的 氢 键 供 体 (D) 有 与 腺 味 叭 C6 相连 的 环 外 氨基 , 氢 
键 受 体 (A) 有 腺 味 叭 的 N7 ,胸腺 喀 啶 C4 上 的 痰 基 O, 提供 的 疏水 基 团 是 与 胸腺 喀 啶 C5 
相连 的 甲 基 ;GC 碱 基 对 在 大 沟 里 展示 的 氢 键 供 体 有 与 胞 喀 啶 C4 相连 的 环 外 氨基 , 氧 键 
受 体 (A) 有 鸟 味 叭 的 N7、. 鸟 叮 叭 C6 上 的 揪 基 DO, 提供 的 疏水 基 团 则 是 与 胸腺 喀 啶 C5 相 
连 的 吾 。 因 此 ,在 大 沟 里 ,不 仅 可 以 很 好 地 区 分 AT 和 GC, 还 可 以 区 分 AT 和 TA.GC 和 
CG。 在 这 里 ,如 果 把 特定 的 氢 键 受 体 (A) 、 氢 键 供 体 (D) ` 朴 水 基 团 甲 基 (M) 和 下 水 基 团 
氢 原 子 (H) 的 组 合 看 成 是 一 种 识别 码 ,那么 ,AT 碱 基 对 和 TA 碱 基 对 的 识别 码 分 别 是 
ADAM 和 MADA,GC 碱 基 对 和 CG 碱 基 对 的 识别 码 分 别 是 AADH 和 HDAA。 这 种 识 
别 码 是 非常 重要 的 ,因为 一 种 DNA 序列 特异 性 结合 蛋白 不 需要 破坏 DNA 的 双 螺 旋 结 
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构 ,就 可 以 有 效 地 识别 特定 的 碱 基 序列 。 与 大 沟 相 比 , 小 沟 里 面 展 示 出 的 化 学 信息 要 人 少 ， 
AT 碱 基 对 能 提供 的 氢 键 受 体 是 腺 味 叭 的 N3 .与 胸腺 喀 啶 C2 相连 的 痰 基 O, 无 氨 键 供 
体 , 玻 水 基 团 是 与 腺 味 叭 N2 相连 的 H;GC 碱 基 对 能 提供 的 氧 键 供 体 是 与 鸟 味 叭 C2 相 
连 的 环 外 氨基 , 氧 键 受 体 是 鸟 味 叭 的 N3 与 胞 喀 啶 C2 相连 的 普 基 O, 也 无 疏水 基 团 。 由 
此 看 来 ,在 小 沟 里 面 区 分 不 了 AT 和 TA 以 及 GC 和 CG, 因 为 AT 和 TA 的 识别 码 都 是 
AHA,GC 和 CG 的 识别 码 都 是 ADA。 同 时 ,小 沟 罕 而 浅 ,难以 容纳 氨基 酸 的 侧 链 基 团 。 
正 因为 如 此 , 绝 大 多 数 DNA 序列 特异 性 结合 蛋白 是 在 大 沟 里 面 识别 和 结合 DNA 的 ,只 
有 少数 在 小 沟 里 识别 碱 基 序 列 , 如 TATA 盒 结 合 蛋白 (TATA box binding protein，TBP) 
识别 TATA 序列 。 但 这 些 在 小 沟 中 起 作用 的 蛋白 质 在 识别 的 过 程 中 ,会 据 开 双 链 ,以 获 
取 更 多 的 信息 。 


小 沟 小 沟 
寻 2-22 DNA 双 蛙 旋 大 小 沟 形 成 的 原因 以 及 里 面 展 示 的 化 学 信息 


(5) 曙 旋 参数 

X 射 线 衍 射 数据 表明 DNA 具有 规则 的 螺旋 结构 ,螺旋 直径 为 2 nm, 每 一 圈 螺 旋 的 
高 度 为 3. 4 nm, 每 一 圈 螺 旋 由 10 bp 组 成 , 相 邻 核 苷 酸 之 间 呈 36" 角 ,距离 为 0.34 nm。 碱 
基 倾 角 一 2 , 碱 基 平 面 基 本 上 与 螺旋 轴 垂 直 , 螺 旋 轴 穿 过 碱 基 对 。 

(6) 稳定 DNA 双 螺 旋 结 构 的 因素 

影响 DNA 双 螺 旋 结构 的 因素 有 和 氢 键 、 碱 基 堆 积 力 和 离子 键 。 

氢 键 的 本 质 是 在 与 0 或 N 相连 的 氢 原 子 和 邻近 的 O 或 N 原子 之 间 形 成 的 一 种 静电 
吸引 。 在 每 一 个 碱 基 上 ,都 有 氢 键 供 体 ( 如 关 基 和 氨基) 和 和 氢 键 受 体 (如 基 和 亚 氨基 )。 
碱 基 之 间 的 氢 键 既 决 定 了 双 螺 旋 结 构 中 碱 基 配 对 的 特异 性 ,也 是 维持 DNA 结构 的 重要 
因素 。 和 氧 键 有 两 个 重要 的 性 质 :@ 特 异性 。 氢 键 的 形成 要 求 氢 键 供 体 和 氧 键 受 体 具 有 互 
补 性 ,因此 特异 性 很 强 。 在 DNA 双 螺 旋 结 构 中 , 当 G 与 C 或 者 A 与 工 配 对 时 ,才能 形成 
绝 配 的 氧 键 ;@ 方 向 性 。 当 氢 键 形成 时 , 氧 键 供 体 、 氧 原子 和 氢 键 受 体 三 者 在 一 条 直线 上 
时 ,形成 的 氢 键 最 强 , 同 一 条 DNA 链 相 邻 碱 基 之 间 的 堆积 力 则 满足 氢 键 形成 的 方向 性 。 
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碱 基 堆 积 力 是 同一 条 DNA 链 中 相 邻 碱 基 之 间 非 特异 性 的 作用 力 ,包括 朴 水 作用 力 
和 范 德 华 力 。 尽 管 DNA 分 子 是 亲 水 的 ,但 是 分 布 在 DNA 双 链 之 间 的 碱 基 仍 然 带 有 一 
定 程度 的 疏水 性 。 这 些 碱 基 在 水 相 中 ,一 方面 具有 相互 结合 ,相互 堆积 在 一 起 的 趋势 ,这 
就 是 疏水 作用 力 , 另 一 方面 ,同一 条 DNA 链 中 相 邻 碱 基 之 间 存 在 的 范 德 华 力 又 加 强 了 玻 
水 作用 力 。 它 们 共同 作用 ,构成 形成 氢 键 方向 性 的 碱 基 堆 积 力 。 有 证 据 表 明 , 碱 基 堆 积 
力 是 稳定 DNA 双 螺 旋 最 重要 的 因素 。 

DNA 双 链 上 的 磷酸 基 团 在 生理 pH 下 都 带 负 电荷 ,由 此 产生 的 静电 排斥 力 具 有 将 
两 条 链 推 开 的 趋势 。 然 而 ,周围 环境 里 的 阳离子 (如 Na ) 与 磷酸 基 团 形成 离子 键 , 可 以 
有 效 地 中 和 磷酸 基 团 的 负电 荷 。 因 此 ,溶解 在 无 离子 水 的 DNA 即使 在 室温 下 ,仍然 会 解 
链 变 性 ,而 平时 制备 的 DNA 都 是 DNA 的 钠 盐 。 

2.DNA 结构 的 多 态 性 

Watson 和 Crick 最 早 提出 来 的 DNA 双 螺 旋 结 构 实 际 上 属于 所 谓 的 也 型 双 螺旋 , 即 
B-DNA。B-DNA 曾 一 直 被 认为 是 唯一 的 与 DNA 生物 学 功能 相关 的 结构 。 但 是 ,对 人 
工 合成 的 多 聚 核 苷 酸 以 及 天 然 存 在 的 具有 特定 重复 序列 DNA 的 结构 研究 表明 ,DNA 的 
分 子 结构 不 是 一 成 不 变 的 ,而 是 具有 一 定 的 多 态 性 。DNA 双 螺 旋 结 构 在 不 同 条 件 下 ,或 
在 不 同 功 能 状态 下 可 以 发 生 扭 曲 . 旋 转 、 伸 展 等 结构 变化 ,特别 是 细胞 核 内 的 DNA 常常 
与 蛋白 质 紧 密 结 合 , 因 此 可 以 形成 不 同形 态 的 结构 。 其 中 一 些 结构 与 经 典 的 B-DNA 只 
有 一 些 细微 的 差别 ,但 有 少数 结构 在 DNA 的 重要 属性 (如 螺旋 方向 、 碱 基 配 对 原则 或 者 
链 的 数目 ) 上 存在 根本 变化 ( 表 2- 2)。 现 在 这 些 不 同 的 DNA 二 级 结构 被 分 为 A.B、`C 和 
民 等 类 型 ,26 个 英文 字母 中 现在 只 有 FF\`\Q、U、V 和 YY 还 没有 被 分 配给 特定 的 新 的 DNA 
结构 。 但 具有 生物 学 意义 的 其 他 二 级 结构 只 有 :A 型 双 螺 旋 、Z 型 双 螺 旋 ( 图 2- 23)、 十 
字 型 DNA(Ccruciformn DNA) 三 螺旋 (triple helixz)DNA、DNA 弯曲 CDNA bending) .四 链 
DNA(quadruplex DNA) . 错 配 滑 移 DNA(Cslided mis-pbaired DNA，SMP - DNA) 和 碱 基 翻 
转 Cbase flipping) 等 。 


B-DNA、A-DNA 与 Z-DNA 的 结构 比较 


人 


每 螺旋 碱 基 对 SR 10.9 5 12 
曙 旋 直径 2 nm Ga 1.8 nm 
碱 基 平 面 的 间 上 0. 34 nm 0. 29 nm 0. 55 nm(G/C);0.41 nmCC/G) 
_ 螺 距 3.4 nm 3.2mm- 0 
相 邻 碱 基 对 间 的 转角 “一 36” 33- 二 51(G SGOH9KCsG) 
轴 心 与 碱 基 的 关系 穿 过 碱 基 对 不 穿 过 碱 基于 “不 穿 过 碱 基 对 
碱 基 倾角 2 0 9" 
味 叭 碱 基 与 脱氧 核糖 之 和 关机 2 二 
间 -本 音 键 的 构象 ”区 区 
形成 的 有 利 条 件 “无 “| 相对 脱水 (相对 湿度 ，， ， 嘿 哈 - 哮 史 (特别 


为 75%); 高 丰 ”是 GC) 交 替 排 列 ,高 盐 


(1) A 型 双 螺 旋 

如 果 在 以 钠 、 钾 或 钨 作 阳 离子 以 及 相对 湿度 为 75 扣 的 条 件 下 进行 入 射线 衔 射 , 测 得 
的 DNA 分 子 则 形成 A 型 双 螺 旋 。 以 这 种 双 螺 旋 存在 的 DNA 称 为 A- DNA。 这 一 构象 
不 仅 出 现 于 脱水 DNA 中 , 还 出 现在 RNA 分 子 中 的 双 螺 旋 区 或 DNA - RNA 杂交 分 
子 中 。 

A 型 DNA 也 是 右手 双 螺旋 , 主要 特征 是 :每 圈 螺 旋 10. 9 bp, 螺旋 扭 角 为 33 , 螺 距 
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3. 2 nm。 每 个 碱 基 对 的 螺旋 上 升值 为 0. 29 nm', 碱 基 倾角 13 , 碱 基 平 面 不 再 与 螺旋 轴 牌 
直 , 螺 旋 轴 不 穿 过 碱 基 对 ,而 是 位 于 大 沟 中 , 碱 基 对 在 小 沟 中 围绕 着 螺旋 轴 ,形成 中 空 结 
构 ,小 沟 宽 而 浅 , 大 沟 极 深 , 其 深度 为 从 螺旋 表面 经 过 螺旋 轴 再 向 对 面 延伸 一 段 距离 。 


转 2-23 A-DNA.B-DNA 和 Z-DNA 结构 模式 图 


(2) Z 型 双 螺 旋 

在 研究 人 工 合成 的 CGCGCG 单 晶 体 的 入 射线 衍射 图 谱 时 ,发 现 这 种 六 聚 体 的 构象 
与 上 面 讲 到 的 B 型 和 和 A 型 双 螺 旋 完 全 不 同 。 它 是 一 种 左手 双 螺 旋 , 主 链 中 各 个 磷酸 根 
呈 锯 齿 状 排列 , 形 如 英文 字母 Z, 因 此 叫 它 Z 型 (Zigzag) 双 螺旋 。 以 这 种 双 螺 旋 存 在 的 
DNA 称 为 Z- DNA。 

Z-DNA 的 主要 特征 是 :左手 双 螺 旋 ; 每 圈 螺 旋 12 bp, 螺旋 扭 角 为 一 51 (G- C) 和 
一 9 CC- G) ; 螺 距 4.5 nm, 每 个 碱 基 对 的 螺旋 上 升值 为 0.35 nm(G- C) 和 0.41nmCC- G); 
碱 基 倾 角 9", 即 碱 基 平面 不 与 螺旋 轴 垂 直 , 螺 旋 轴 不 穿 过 碱 基 对 ,而 是 位 于 小 沟 中 ,大 沟 
已 不 复 存 在 ,小 沟 狭 而 深 ; 两 条 链 上 的 磷酸 基 隔 着 狭窄 的 小 沟 面 对 面 。 

有 研究 表明 ,在 高 盐 浓度 下 ,DNA 链 上 出 现 味 叭 与 旷 啶 交替 排列 的 序列 有 利于 
Z-DNA 的 形成 ,比如 CGCGCGCG 或 者 CACACACA。 这 种 碱 基 排列 方式 可 促使 核 芽 酸 
中 的 糖苷 键 以 顺 式 和 反 式 的 构象 交替 存在 。 当 碱 基 与 脱氧 核糖 形成 反 式 糖苷 键 时 ,它们 
之 间 离 得 远 , 若 形成 顺 式 糖苷 键 ,就 彼此 接近 。 在 Z- DNA 中 , 嗓 叭 核 苷 酸 中 的 糖苷 键 为 
顺 式 , 弯 向 小 沟 ,而 喀 啶 核 苷 酸 中 的 糖苷 键 为 反 式 ,离开 小 沟 向 外 挑 出 。 于 是 ,糖苷 键 的 
顺 式 与 反 式 交 蔡 排 列 使 得 Z- DNA 主 链 呈 锯齿 状 或 Z 字形。 

实验 证 明 , 细 胞 内 的 DNA 分 子 中 确实 存在 Z-DNA 区 ,细胞 内 有 一 些 因 素 可 以 促使 
B 型 DNA 转变 为 Z 型 DNA。 例 如 ,DNA 分 子 上 的 胞 喀 喧 在 5 号 位 发 生 甲 基 化 修饰 ,使 
C5 周围 形成 局 部 的 玻 水 区 ,并 可 扩展 到 B 型 DNA 的 大 沟 中 ,使 B 型 DNA 不 稳定 而 转变 
为 Z 型 DNA。 因 此 ,在 B-DNA 的 某 些 区 段 出 现 Z- DNA 构象 是 完全 可 能 的 。 

(3) 十 字形 DNA 

这 种 结构 的 形成 需要 特殊 的 碱 基 序列 , 即 反 向 重复 序列 (inverted sequence) 。 当 两 
段 长 于 10 bp 的 反 上 向 重复 序列 被 一 小 段 非 重 复 序列 隔 开 以 后 ,它们 可 以 通过 链 内 的 互补 
碱 基 对 ,同时 在 两 条 链 上 形成 2 个 对 称 的 发 夹 结 构 ,结合 在 一 起 像 十 字形 (图 2-24)。 这 
种 结构 有 可 能 作为 某 些 转录 因子 结合 的 位 点 ,从 而 参与 调控 特定 基因 的 表达 。 

(4) 三 螺旋 DNA 

双 螺 旋 DNA 在 一 定 条 件 下 可 容纳 第 三 条 链 , 这 个 “第 三 者 ? 沿 着 双 螺 旋 的 大 沟 , 通 过 与 双 
螺旋 中 的 一 条 链 形成 Hoogsteen 碱 基 对 (图 2- 25) 而 形成 稳定 的 三 螺旋 结构 (图 2- 26)。 

味 叭 碱 基 具 有 再 形成 两 个 氧 键 的 潜在 位 点 ,被 称 为 Hoogsteen 面 。 若 是 G, 两 个 位 
点 为 N7 和 06; 关 是 A, 两 个 位 点 是 N7 和 6 号 位 的 NH: ,这 些 氧 键 供 体 和 受 体 可 以 导致 
Hoogsteen 碱 基 对 的 形成 ,其 中 工 与 A 配 对 ,质子 化 的 C 与 G 配 对 。 
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箭头 所 示 为 反 向 重复 序列 


区 
GTACTTGGAGGATAACAGGOELGeANAGACT 


-一 


性 诉 胃 


ee] 
Re 


多 2-24 十 字形 DNA 的 形成 


Hoosgsteen 面 N 
人 着 Watson-Crick 面 


2 
人 kr- 


理 -一 卫 郊 
和 有 琵 互 O 
:N 和 所 区 Hoogsteen 
必 世 全 | 》 A-T 碱 基 对 
A-T 碱 基 对 SN 
有 oogsteen 
GC 碱 基 对 
Hoogsteen 
A-T 碱 基 对 


Watson-Crick 
Watson-Crick GC 了 碱 基 对 
A-T 碱 基 对 
介 2- 25 ”Hoogsteen 碱 基 对 中 和 氢 键 的 形成 与 Watsonr-Crick 碱 基 对 的 比较 


Hoogsteen 碱 基 对 有 顺 式 和 反 式 两 种 : 反 式 是 指 第 三 条 链 与 味 叭 链 呈 反 平 行 排列 ， 
顺 式 是 指 第 三 条 链 与 味 叭 链 呈 平 行 排列 。 这 种 结构 的 形成 涉及 3 段 碱 基 序列 ,每 一 段 序 
列 要 么 全 是 嘲 叭 ,要 么 全 是 喀 啶 ,而 且 具 有 互补 的 关系 。 它 们 可 以 是 两 段 相 同 的 全 味 叭 
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(KZ 法 里 的 三 暴 旋 结构 
与 Linus Pauling 最 初 提出 的 
三 螺旋 结 帮 有 什么 差别 ? 为 
什么 Pauling 提出 的 三 螺旋 


蛙 构 是 错误 的 ? 
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序列 和 一 段 互补 的 全 喀 喧 序列 ,也 可 以 是 两 段 相 同 的 全 喀 啶 序列 和 一 段 互 补 的 全 味 叭 序 
列 。 三 螺旋 结构 的 形成 可 以 影响 到 DNA 的 复制 .重组 和 转录 ,还 可 能 阻止 特定 的 蛋白 质 
和 DNA 的 结合 ,从 而 对 基因 表达 起 调控 作用 。 

三 螺旋 结构 可 以 在 两 个 DNA 分 子 之 间 形 成 ,也 可 能 在 同一 个 DNA 分 子 内 形成 。 
前 者 容易 在 两 个 DNA 分 子 上 全 是 叶 叭 和 全 是 喀 喧 的 互补 区 段 之 间 形 成 ,但 第 三 条 链 在 
配对 结合 的 时 候 有 两 种 不 同 的 方向 ,而 具体 的 方向 取决 于 链 的 性 质 。 第 三 条 链 通过 
Hoogsteen 氢 键 配对 ( 表 2- 3) 的 时 候 , 需 要 C 的 质子 化 ( 低 pPH)。 这 样 的 三 螺旋 结构 可 
能 在 DNA 同 源 重 组 的 时 候 形成 :一 个 DNA 分 子 上 的 同 源 片 段 出 现 裂口 ,然后 发 生 解 
链 , 其 中 的 一 条 链 与 另 一 个 DNA 分 子 上 的 同 源 双 链 配对 结合 。 
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人 2-26 三 螺旋 DNA 模式 图 ( 左 : 具 有 CGG 重复 的 三 链 DNA, 右 :TAT 和 (人 CGG 重复 
混合 物 的 三 链 DNA。WatsorrCrick 双 螺 旋 为 深 色 ,第 三 链 为 浅 蓝 色 ) 


分 子 内 的 三 螺旋 结构 形成 ,除了 需要 互补 的 全 味 叭 和 全 喀 啶 序列 以 外 ,还 需要 序列 
呈 镜 像 重 复 。 第 三 条 链 上 的 C 需要 质子 化 才能 与 G 配 对 。 已 发 现 , 超 螺旋 的 形成 有 利 
于 这 类 三 螺旋 结构 的 形成 。 
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(5) 四 链 DNA 


很 长 一 段 时 间 内 ,没有 人 敢 想 过 DNA 能 形成 四 链 结 构 。 但 在 三 螺旋 被 发 现 以 后 ,有 
人 根据 Watson-Crick 碱 基 对 和 Hoogseen 碱 基 对 ,首先 从 理论 上 预测 出 四 链 结构 是 可 能 
存在 的 。 很 快 有 人 在 体外 发 现 , 由 CGG 重复 序列 组 成 的 单 链 DNA 在 K Na 或 Li 存 
在 下 很 容易 形成 四 链 结构 ,这 种 结构 可 使 用 凝 胶 电 泳 的 方法 检测 出 来 ,因为 它 泳 动 的 速 
度 比 其 他 形式 的 DNA 要 快 。 化 学 修饰 实验 清楚 地 显示 ,G 参与 以 Hoogsteen 氢 键 形成 
四 链 。 在 两 个 两 侧 含有 两 段 G 四 联 体 一 一 GGGG(G quartets) 重 复 序列 的 GCGC 序列 组 
成 的 DNA 片段 之 间 ,可 以 形成 四 链 结构 。 

真 核 生 物 染色 体 DNA 的 端 粒 是 细胞 内 DNA 最 可 能 形成 四 链 结构 的 地 方 。 端 粒 
DNA 是 由 短 的 GnTn 重复 序列 组 成 。 重 复 的 次 数 成 百 上 千 。 例 如 ,四 膜 虫 大 核 端 粒 
DNA 重复 序列 GGGGTT, 拟 南 芥 为 GGCGATTT, 人 类 为 GGGATT。 
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多 数 真 核 细 胞 的 端 粒 DNA 的 3- 端 具有 由 富 含 G 的 短 重复 序列 组 成 的 悬垂 
(overhang) ,长 度 通常 为 12 一 16 个 碱 基 。 人 端 粒 DNA 的 3 -端的 悬垂 较 长 ,有 125 一 275 
个 碱 基 , 甚 重复 序列 为 GGGATT。 人 工 合 成 的 人 端 粒 悬垂 序列 在 体外 特定 的 条 件 下 ,可 
以 通过 螺旋 桨 状 的 G- 四 联 体 结构 形成 四 链 结构 。 在 G 四 联 体 结构 之 中 ,每 一 个 G 通过 
WatsorCrick 面 与 相 邻 G 的 Hoogsteen 面 形 成 氨 键 。 四 个 G 的 06 位 于 四 联 体 的 中 心 ， 
每 两 个 四 联 体 片 层 可 以 结合 一 个 金属 离子 (图 2- 27) 。 


四 链 螺旋 G- 四 联 体 


LO7F 顺 式 -G ， 过 
~ 反 式 -G 
单 链 双 链 四 链 


团 -27 DNA 的 四 链 结构 与 四 联 体 


四 联 体 可 能 是 平行 的 ,也 可 能 是 反 平 行 的 。 如 果 是 反 平 行 的 , 相 邻 的 G 就 必须 采取 
不 同 的 取向 。 

有 人 根据 体外 的 一 些 实验 数据 认为 ,人 细胞 端 粒 DNA 的 悬垂 折 麦 成 为 的 G -四 联 
体 可 与 特定 的 端 粒 DNA 结合 蛋白 结合 ,从 而 可 为 端 粒 提 供 额外 的 保护 ,有 助 于 它 的 完整 
性 和 稳定 性 。 还 有 人 使 用 改造 过 的 由 荧光 标记 的 G -四 联 体 特异 性 抗体 ,在 人 细胞 中 直 
接 观 察 到 了 G -四 联 体 的 存在 。 此 外 ,体内 的 四 联 体 可 能 参与 调节 c- Myc 原 癌 基因 的 转 
录 : 有 证 据 表 明 ,一 种 棒状 的 四 联 体 (chair-G-quadruplex) 结 构 能 够 阻止 c- Myc 的 转录 激 
活 。 如 果 四 联 体 被 破坏 ,c- Myc 的 转录 就 会 显著 增加 。 

(5) 铬 配 滑 移 DNA 

含有 直接 重复 序列 的 DNA 可 以 形成 一 种 叫 * 滑 移 错 配 ?的 二 级 结构 。 形 成 这 种 结构 
的 原因 是 该 区 段 DNA 先 发 生 解 链 ,在 重新 缔 合 的 时 候 , 一 段 重复 单元 内 的 核 苷 酸 序列 
滑 移 与 另 一 段 重复 单元 内 的 互补 序列 发 生 错 配 , 从 而 形成 两 个 环 ( 图 2- 28)。 因 滑 移 的 
方式 不 同 , 可 形成 两 种 错 配 滑 移 DNA。 若 体内 的 DNA 形成 上 述 结构 ,会 导致 某 些 基因 

(6) DNA 磷 曲 

DNA 双 螺 旋 结 构 的 稳定 是 相对 的 ,有 时 会 出 现 弯曲 (图 2- 29)。 弯 曲 的 形成 一 方面 
与 一 些 特殊 的 碱 基 序列 有 关 , 另 一 方面 与 某 些 DNA 结合 蛋白 的 作用 有 关 。DNA 的 弯曲 
可 以 通过 电泳 的 方法 检测 到 。 例 如 ,一 种 原生 动物 的 动 基体 DNA(kinetoplast DNA， 
kDNA) 的 实际 长 度 为 414 bp, 但 其 电泳 的 行为 显示 它 有 828 bp。 正 是 弯曲 降低 了 它 的 泳 
动 速率 。 碱 基 序 列 分 析 显 示 ,含有 成 串 A 重复 序列 (4 一 5 个 A) 且 每 串 A 前 后 分 别 是 C 
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侠 2-28， 错 配 滑 移 DNA 


和 了 的 片段 之 间 容 易 形 成 弯曲 ,如 CCC (5A) TCTC (6A) TAGGG (6A) TGCC (5A) 
TCCCAAC。 这 是 因为 成 串 A 构成 的 片段 因 碱 基 堆 积 力 较 强 形成 更 稳定 的 双 螺 旋 , 这 里 
的 双 螺 旋 与 标准 的 了 型 双 螺 旋 有 所 变化 ,如 具有 更 罕 的 小 沟 , 但 在 它们 之 间 的 序列 却 易 
出 现 弯曲 。 


侠 2-29 DNA 硒 曲 


弯曲 的 DNA 片段 可 能 位 于 基因 的 上 游 .下 游 和 启动 子 附近 。 在 基因 转录 或 激活 的 
时 候 , 可 观察 到 DNA 上 游 序列 发 生 弯曲 。 那 些 参与 调节 基因 表达 的 蛋白 质 虽 然 结合 
距离 基因 较 远 的 地 方 , 但 通过 弯曲 DNA, 可 拉 近 与 其 他 序列 之 间 的 上 距离 。 此 外 ,DNA 弯 
曲 还 发 现在 DNA 复制 ,位 点 特异 性 重组 和 DNA 修复 过 程 中 。 
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DNA 弯曲 还 有 利于 压缩 比较 大 的 基因 组 DNA。 已 发 现 类 似 CTGnCAGn 的 序列 比 
其 他 序列 更 容易 组 装 成 核 小 体 的 结构 ,这 是 因为 这 样 的 序列 构成 的 双 螺 旋 具 有 较 好 的 柔 
性 ,容易 发 生 弯曲 。 这 说 明 DNA 弯曲 可 影响 到 染色 质 的 结构 组 装 。 

(7) 碱 基 翻 转 

有 时 候 ,DNA 双 螺旋 上 的 某 个 碱 基 离开 它 的 “搭档 ”, 突 出 在 双 螺旋 之 外 ,这 种 现象 
称 为 碱 基 翻 转 ( 图 2 - 30) 。 一 个 碱 基 发 生 翻转 的 时 候 , 会 造成 相 邻 碱 基 对 的 扭曲 。 碱 基 
翻转 对 于 细胞 的 一 些 功能 是 很 重要 的 。 例 如 ,参与 同 源 重 组 的 酶 需要 通过 碱 基 翻转 寻找 
同 源 的 序列 ,催化 碱 基 修 饰 的 酶 需要 碱 基 通 过 翻转 落 和 人 它 的 活性 中 心 被 化 学 修饰 ,参与 
碱 基 切除 修复 的 DNA 糖苷 酶 需要 受 损伤 的 碱 基 通过 翻转 进入 它 的 活性 中 心 被 切除 。 针 
对 最 后 一 种 情况 而 言 ,DNA 分 子 上 出 现 的 U 就 是 通过 这 种 方式 被 尿 喀 啶 - DNA 糖苷 酶 
切 掉 的 。 


儒 2-30 DNA 双 螺 旋 上 某 一 个 位 置 的 C 发 生 的 翻转 


3. 不 同 构象 DNA 存在 的 生物 学 意义 

人 基因 组 DNA 有 32 亿 个 碱 基 对 ,排列 起 来 有 2 m 长 ,但 是 被 局 限 在 直径 仅 几 个 微 
米 的 细胞 核 内 ,难以 想象 这 些 碱 基 对 仅仅 采用 一 种 构象 。 研 究 发 现 ,在 溶液 中 由 任意 序 
列 组 成 的 DNA 会 采取 介 于 A 型 和 也 型 双 蝎 旋 之 间 的 构象 状态 。 对 所 有 已 知 的 核酸 或 
寡 聚 核 背 酸 的 结构 数据 分 析 表 明 ,一 个 DNA 分 子 可 根据 不 同 序列 ,分 别 采取 A.B 或 Z 
型 构象 ,并 且 这 些 构象 可 能 位 于 相 邻 的 位 置 上 。 

不 同 构象 DNA 的 存在 ,对 DNA 的 基本 功能 如 复制 .转录 以 及 基因 表达 调控 都 是 十 
分 重要 的 。Z- DNA 的 形成 在 热力 学 上 通常 是 不 利 的 ,Z- DNA 中 距离 太 近 的 磷酸 基 团 
会 产生 更 强 的 静电 排斥 。 但 是 ,DNA 链 上 局 部 不 稳定 区 域 的 存在 可 能 成 为 潜在 的 解 链 
位 点 。 比 如 猿 猴 肾 病毒 CSV40) 增 强 子 区 中 就 有 2 - DNA 的 结构 , 鼠 类 微小 病毒 DNA 复 
制 区 起 始点 附近 存在 有 利于 Z- DNA 形成 的 GC 交替 排列 序列 。 

DNA 螺旋 中 沟 的 特征 在 遗传 信息 表达 过 程 中 也 起 关键 作用 ,调控 蛋白 质 均 通过 其 
分 子 上 特定 的 亲 水 氨基 酸 的 侧 链 基 团 ,与 沟 中 碱 基 对 两 侧 潜 在 的 氢 键 供 体 或 受 体形 成 氢 

键 ,去 识别 DNA 上 特定 的 遗传 信息 。 因 此 , 沟 的 宽窄 和 深浅 都 直接 影响 到 调控 蛋白 质 对 

DNA 序 列 信息 的 识别 。 一 般 来 说 ,大 沟 所 带 的 遗传 信息 比 小 沟 多 ,因为 在 大 沟 中 这 些 湾 
在 的 氧 键 供 体 和 受 体 及 其 排列 与 小 沟 相 比 更 为 丰富 。 但 是 在 Z- DNA 中 ,小 沟 狭 而 深 ， 
而 大 沟 消失 , 碱 基 对 富 于 信息 的 一 边 在 大 沟 位 置 暴露 于 螺旋 表面 ,使 调控 蛋白 质 更 易 识 
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全 2-32 RNA 分子 之 中 
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别 相关 的 信息 。 可 见 调控 蛋白 质 对 Z- DNA 信息 的 识别 方式 与 对 也 - DNA 信息 的 识别 
方式 是 不 相同 的 。 而 对 于 A- DNA( 包 括 DNA-RNA 杂交 双 链 ,RNA-RNA 双 链 ) 来 
说 ,大 沟 极 深 , 碱 基 对 在 小 沟 一 边 比 较 暴 露 ,因此 调控 蛋白 质 对 A- DNA 信息 的 识别 方 
式 也 不 同 于 B- DNA, 二 者 差异 可 能 比 B-DNA 与 Z-DNA 的 差异 还 要 大 ,尽管 
A-DNA 和 B-DNA 同属 右手 双 螺 旋 ,而 Z-DNA 为 左手 双 螺 旋 。 

多 年 来 ,DNA 结构 的 研究 手段 主要 是 X 射 线 衍射 技术 ,其 结果 是 通过 间接 观测 多 个 
DNA 分 子 有 关 结 构 参 数 的 平均 值 而 获得 的 。 同 时 ,这 项 技术 的 样品 分 析 条 件 使 被 测 
DNA 分 子 与 天 然 状态 相差 甚 远 。 因 此 ,在 反映 DNA 结构 真实 性 方面 这 种 方法 存在 着 缺 
陷 。1989 年 ,应 用 扫描 隧道 显微镜 (scanning tunnel microscope，STM) 研 究 DNA 结构 克 
服 了 上 述 技术 的 缺陷 。 这 种 先进 的 显 微 技术 ,不 仅 可 将 被 测 物 放 大 500 万 倍 , 并 且 能 直 
接 观 测 接近 天 然 条 件 下 单个 DNA 分 子 的 结构 细节 。 应 该 说 它 所 取得 的 DNA 结构 资料 
更 具有 权威 性 。STM 研究 不 仅 直接 证 实 了 DNA 双 螺 旋 结 构 中 GC 和 AT 碱 基 配 对 的 存 
在 ,还 证 实 了 由 CG 重复 序列 构成 的 寡 聚 脱氧 核 苷 酸 片段 为 Z-DNA 结构 的 事实 。 

(二 ) RNA 的 二 级 结构 

RNA 能 形成 与 蛋白 质 相 媲 美的 多 种 多 样 的 二 级 结构 ,其 二 级 结构 的 形成 首先 需要 
满足 互补 的 碱 基 尽 可 能 配对 ,形成 完美 或 不 完美 的 双 螺 旋 , 同 时 .让 非 互 补 的 碱 基 以 各 种 
方式 游离 在 双 螺旋 之 外 。 
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和食 2-31 RNA 的 几 种 二 级 结构 


如 果 一 个 RNA 分 子 由 两 条 完全 互补 的 单 链 组 成 ,那么 其 二 级 结构 与 A- DNA- 一 
样 , 形 成 A 型 双 螺旋 。 然 而 ,自然 界 的 RNA 通常 只 有 一 条 链 组 成 ,但 它们 仍然 表现 出 相 
当 程 度 的 双 螺旋 性 质 。 这 是 因为 RNA 链 经 常 自我 折 释 ,使 在 不 同 区 段 的 互补 序列 之 间 
形成 局 部 的 A -型 双 螺 旋 ,而 不 能 配对 的 序列 以 突起 (bulge) 简单 环 (simple loop) 内 部 
环 (internal loop) 或 发 夹 环 的 形式 游离 在 双 螺 旋 之 外 (图 2- 31)。 例 如 ,tRNA 分 子 就 含 
有 多 个 发 夹 结 构 Chairpin) 或 蕉 环 结构 (stem-loop)。 需 要 特别 注意 的 是 ,在 RNA 分 子 之 
中 ,G 与 避 之 间 也 可 以 正常 地 配对 ,形成 2 个 氢 键 (图 2- 32), 这 就 增加 了 单 链 RNA 分 
子 形成 局 部 双 螺 旋 的 机 会 。 


Box 2-2 为 何 是 DNA 而 不 是 RNA 作为 遗传 信息 的 载体 ? 


2016 年 8 月 1 日 ,美国 杜 克 大 学 的 Hashim MALHashimi 等 人 在 Nalaire Stractairal 
公 Molecrlar Biology 在 线 发 表 了 一 篇 为 “mA and mG disrupt A-RNA structure 
through the intrinsic instability of Hoogsteen base pairs” 的 论文 ,这 篇 论文 为 生物 体 为 
什么 选择 DNA 而 不 是 它 那 古老 的 表亲 RNA 作为 主要 的 遗传 物质 提供 了 新 的 解释 。 
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众所周知 ,DNA 和 RNA 都 可 以 形成 双 螺 旋 , 但 根据 这 篇 论文 的 研究 结果 ,DNA 
双 螺 旋 是 容错 性 较 大 的 分 子 , 能 够 自我 扭曲 成 不 同 的 形状 来 消除 或 减少 组 成 遗传 密码 
的 基本 元 件 即 A.G、C 和 工 四 种 碱 基 所 章 受 的 化 学 损伤 ;与 此 相反 的 是 ,RNA 双 螺 旋 
则 是 非常 刚 硬 和 不 易 弯 本 的 ,不 能 够 容纳 受 损伤 的 碱 基 , 因 而 很 容易 完全 断裂 了 。 这 
项 研究 突出 强调 了 DNA 双 螺 旋 结 构 的 动力 学 性 质 ,其 中 这 种 结构 在 维持 基因 组 稳定 
性 以 及 防止 癌症 和 衰老 等 疾病 中 发 挥 着 极为 重要 的 作用 。 

DNA 双 螺 旋 经 常 被 人 绘制 成 螺旋 梯 : 两 条 长 链 相 互 缠绕 在 一 起 ,梯子 的 每 一 节 都 
由 一 对 碱 基 组 成 。 每 个 碱 基 含 有 成 糖 环 以 及 不 同 的 氢 键 供 体 和 受 体 。 这 些 氢 键 供 体 
和 受 体 之 间 形 成 的 氨 键 让 G 与 C 配 对 ,A 与 工 配对 。 

当 Watson 和 Crick 在 1953 年 4 月 25 日 在 Nalure 上 发 布 DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 
时 ,他 们 准确 地 预测 到 这 些 碱 基 对 是 如 何 组 装 在 一 起 的 。 不 过 ,其 他 的 科学 家 仍 在 努 
力 寻 找 证 据 支持 这 些 所 谓 的 Watson-Crick 碱 基 对 。1959 年 ,Karst Hoogsteen 获得 了 
A-T 碱 基 对 的 图 片 , 但 却 是 一 种 略 有 倾斜 的 结构 :一 个 碱 基 相 对 于 另 一 个 碱 基 旋 转 了 
180 度 , 这 是 所 谓 的 Hoogsteen。 从 那 以 后 , WatsonmCrick 碱 基 对 和 Hoogsteen 碱 基 对 
仍然 只 在 DNA 图 片 中 观察 到 。ALHashimi 对 此 说 到 , “这 些 简 单 而 又 漂亮 的 结构 具 
有 惊人 的 复杂 性 ,在 此 之 前 ,我 们 由 于 没有 观察 它们 的 工具 ,而 不 能 够 了 解 它们 全 新 的 
维度 或 结构 层次 。 

5 年 前 ,Al-Hashimi 和 他 的 研究 团队 就 发 现 了 在 DNA 双 螺 旋 中 , 碱 基 对 会 不 断 地 
在 WatsomrCrIick 构象 和 Hoogsteen 构象 之 间 来 回转 换 。 而 在 当 DNA 被 蛋白 结合 或 因 
化 学 攻击 遭受 损伤 时 ,Hoogsteen 碱 基 配 对 通常 会 出 现 。 当 DNA 从 结合 的 蛋白 中 释 
放出 来 或 它 遭 受 的 损伤 被 修复 时 ,DNA 便 返 回 到 更 加 直接 的 Watson-Crick 碱 基 配对 。 
DNA 似乎 利用 这 些 Hoogsteen 碱 基 对 增加 它 的 结构 多 样 性 ,产生 不 同 的 形状 来 实现 
其 在 细胞 内 更 多 的 功能 性 。 

于 是 ,ALHashimi 与 其 团队 想 知 道 当 RNA 形成 双 螺 旋 结 构 时 ,同样 的 情形 是 否 
也 会 发 生 。 鉴 于 碱 基 配 对 上 的 这 些 转 换 涉 及 原子 水 平 上 的 分 子 运 动 , 利 用 常规 方法 很 
难 检 测 到 ; 因此 ,他 们 有 条 用 一 种 叫 作 核磁 共振 弛 了 豫 分 散 (NMR relaxation dispersion) 
的 成 像 技 术 可 视 化 观察 这 些微 小 的 变化 。 首 先 , 他 们 设计 出 DNA 和 RNA 两 种 双 螺 
旋 。 接 着 ,再 利用 这 种 成 像 技术 追踪 按照 两 种 配对 规则 配对 形成 的 螺旋 中 单个 碱 基 G 
和 人 A 的 翻转 。 之 前 的 研究 已 表明 ,在 任何 给 定 的 时 间 , 在 DNA 双 螺 旋 中 只 有 1 凶 的 碱 
基 形 成 Hoogsteen 碱 基 对 。 但 是 研究 了 相对 应 的 RNA 双 螺 旋 时 , 则 发 现 完 全 没有 可 
检测 到 的 分 子 运动 。 这 意味 着 碱 基 对 全 部 都 待 在 原 位 ,保持 WatsomrrCrick 构象 。 

为 了 搞 清楚 所 设计 的 RNA 双 螺 旋 是 不 是 一 种 异常 的 例外 ,他 们 又 设计 出 一 系列 
其 他 双 螺 旋 RNA 分 子 , 在 多 种 条 件 下 对 它们 进行 测试 ,但 发 现 没有 一 种 RNA 分 子 捏 
曲 成 Hoogsteen 构象 。 他 们 担心 RNA 分 子 可 能 实际 上 形成 Hoogsteen 碱 基 对 ,但 是 
转换 得 如 此 之 快 以 至 于 无 法 当场 捕捉 到 它们 。 于 是 ,他 们 将 甲 基 添 加 到 这 些 碱 基 的 一 
个 特异 性 位 点 上 来 阻 断 WatsonrCrick 碱 基 配 对 。 他 们 本 以 为 , 若 存 在 Hoogsteen 构象 
的 话 ,RNA 将 会 保持 Hoogsteen 构象 ,但 却 吃惊 地 发 现 RNA 的 两 条 链 并 不 是 通过 
Hoogsteen 碱 基 对 连接 在 一 起 ,而 是 在 损伤 位 点 附近 断裂 开 。 

在 细胞 内 ,'DNA 的 这 种 甲 基 化 修饰 是 一 种 损伤 ,但 它 能 够 很 容易 地 通过 翻转 这 个 
碱 基 和 形成 Hoogsteen 碱 基 对 加 以 修复 。 相 反 , 这 种 同样 的 修饰 严重 破坏 了 RNA 的 
双 螺 旋 结 构 。AL-Hashimi 认为 ,RNA 不 形成 Hoogsteen 碱 基 对 是 因为 它 的 双 螺 旋 结 
构 (A 型 ) 要 比 DNA 的 双 螺 旋 结 构 (B 型 ) 压 缩 得 更 紧 。 因 此 ,RNA 无 法 在 不 撞击 另 一 
个 碱 基 的 情形 下 翻转 一 个 碱 基 ,而 这 种 撞击 会 让 它 的 双 螺 旋 结 构 断 裂 开 。 
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四 、 核 酸 的 三 级 结构 


(一 ) DNA 的 三 级 结构 

DNA 的 三 级 结构 主要 是 在 双 螺 旋 的 基础 上 再 形成 更 高 一 级 的 螺旋 , 即 超 螺 旋 
(Csupercoil) 。 

不 管 是 细菌 还 是 古 菌 , 绝 大 多 数 原核 生物 的 DNA( 染 色 体 DNA 和 质粒 DNA) 都 是 
以 共 价 闭环 (covalently closed circle，cccDNA) 的 形式 存在 。 这 种 环 状 双 螺 旋 分 子 再 度 螺 
旋 化 , 即 成 为 超 螺旋 结构 (图 2 -33)。 对 于 真 核 生 物 来 说 ,虽然 DNA 多 为 线形 分 子 , 但 在 
生理 状态 下 DNA 与 蛋白 质 ( 如 组 和 蛋白) 结合 或 相互 作用 的 时 候 , 特 别 在 与 骨架 蛋白 的 结 
合 点 之 间 的 DNA 形 成 一 个 环 结构 ,类 似 于 cccDNA, 同 样 也 能 形成 超 螺 旋 结 构 。 


(a) 超 螺旋 (b) 松弛 型 


虽 0 
Socoocdz 


佬 2-33 电子 显微镜 下 的 超 螺旋 和 松弛 型 DNA 及 其 模式 图 


超 螺旋 DNA 可 以 通过 琼脂 糖 凝 胶 电泳 的 方法 与 松弛 型 DNA 区 分 开 来 ,因为 前 者 
泳 动 的 速度 要 快 。 一 种 纯化 的 质粒 DNA 在 电泳 的 时 候 , 一 般 会 有 3 条 带 : 跑 在 最 前 面 的 
是 超 螺 旋 质 粒 DNA, 中 间 的 是 两 条 链 均 被 切 开 的 线 状 质粒 ,最 慢 的 是 具有 单 链 缺 口 的 环 
状 质粒 。 如 果 将 超 螺旋 质粒 DNA 用 DNA 拓扑 异 构 酶 (CDNA topoisomerase) 处 理 后 再 电 
泳 , 可 以 得 到 一 系列 的 条 带 。 这 是 拓扑 异 构 酶 作用 得 到 的 超 螺旋 程度 不 同 的 质粒 , 跑 在 
最 前 面 的 是 超 螺旋 程度 最 高 的 质粒 DNA, 跑 得 最 慢 的 是 完全 松弛 的 质粒 DNA, 相 邻 的 


.条 带 相差 1 个 超 螺旋 ,条 带 的 数目 与 超 螺 旋 数 相同 。 


超 螺旋 是 有 方向 的 ,有 正 超 螺旋 (positive supercoib)l 和 负 超 螺旋 Cnegative supercoil) 
两 种 。 为 了 说 明 超 螺旋 的 方向 ,我 们 可 以 用 一 根 两 股 以 右 旋 方 向 缠绕 的 细 绳 做 下 述 演 
示 : 如 果 在 一 端 使 绳子 向 紧 缠 (Coverwinding) 方 向 抢 转 ,再 将 绳子 两 端 连接 起 来 , 则 会 产生 
一 个 左旋 的 超 螺旋 以 解除 外 加 的 抢 转 造成 的 胁 变 。 这 样 的 超 螺旋 叫 作 正 超 螺旋 ;相反 ， 
如 果 在 绳子 一 端 向 松 缠 方 向 (underwinding) 擒 转 ,再 将 绳子 两 端 连 接 起 来 , 则 会 产生 一 个 
右 旋 的 超 螺旋 以 解除 外 加 的 抢 转 所 造成 的 胁 变 , 这 样 的 超 螺旋 叫 作 负 超 螺旋 。 

对 于 右手 螺旋 DNA 分 子 来 说 ,每 一 圈 螺 旋 由 10 bp 组 成 。 如 果 每 圈 初 级 螺旋 的 碱 
基 对 数 小 于 10, 则 其 二 级 结构 处 于 紧 缠 状态 ,由 此 而 产生 的 超 螺旋 就 是 正 超 螺旋 ,如 果 每 
圈 初 级 螺旋 的 碱 基 对 数 大 于 10, 则 其 二 级 结构 处 于 松 缠 状 态 , 由 此 而 产生 的 超 螺旋 就 是 
负 超 螺旋 。 

细胞 内 所 有 的 DNA 超 螺旋 都 是 由 DNA 拓扑 异 构 酶 产生 的 。DNA 拓扑 异 构 酶 催化 
的 反应 本 质 是 先 切断 DNA 的 磷酸 二 酯 键 ,改变 DNA 的 连环 数 之 后 再 连接 ,所 以 兼 有 
DNA 内 切 酶 和 DNA 连接 酶 的 功能 。 然 而 它们 并 不 能 连接 事先 已 经 断裂 的 DNA, 即 其 
断裂 反应 与 连接 反应 是 相互 偶 联 的 (参看 第 六 章 DNA 重组 ) 。 
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(二 ) RNA 的 三 级 结构 

细胞 内 的 RNA 行 使 多 种 生物 功能 ,从 充当 运载 氨基 酸 的 RNA, 到 作为 生物 催化 剂 
的 核 酶 。 显 然 , 其 丰富 的 功能 需要 复杂 的 三 维 结构 的 支持 。 与 蛋白 质 一 样 ,RNA 三 级 结 
构 的 形成 也 是 通过 折 释 实现 的 。 正 如 蛋白 质 会 在 二 级 结构 的 基础 上 形成 各 种 结构 模 体 
Cmotif) ,然后 再 进一步 折 和 合成 特定 的 三 维 结构 一 样 , 许 多 RNA 分 子 在 折 释 的 时 候 ,也 是 
先 形成 一 些 相对 独立 的 二 级 结构 ,再 由 一 些 二 级 结构 组 装 成 模 体 。 在 形成 模 体 的 时 候 ， 
涉及 许多 非 Watson-Crick 碱 基 对 以 及 与 核糖 2' -羟基 有 关 的 氧 键 。 此 外 ,很 多 RNA 的 
折 丢 与 蛋白 质 的 折 生 一 样 , 需 要 分 子 伴侣 的 帮助 。 但 催化 RNA 折 释 的 分 子 伴侣 一 般 叫 
RNA 伴侣 (RNA chaperone) 。 然 而 ,与 蛋白 质 折 县 不 同 的 是 ,RNA 在 折 友 的 时 候 , 其 主 
链 在 生理 pH 下 带 有 高 度 的 负电 和 荷 (构成 和 蛋白质 肽 链 的 主 链 不 带电 荷 ), 同 种 电荷 之 间 的 
排斥 显然 不 利于 RNA 折 释 。 为 了 解决 这 个 问题 ,RNA 折 礁 一 般 需 要 金属 离子 (主要 是 
镁 离子 ) 的 存在 。 

目前 在 RNA 分 子 上 发 现 的 常见 结构 模 体 有 : 假 节 结构 (pseudoknot)“ 吻 式 ” 发 夹 
(kissing hairpin)、A -小 沟 模 体 C(A-minor motif) .核糖 拉链 (ribose zipper) 和 弯曲 -转角 
(kink-turn) 等 。 这 些 模 体 出 现在 不 同类 型 的 RNA 分 子 上 ,赋予 含有 它们 的 RNA 具有 特 
殊 的 结构 和 功能 。 

1]. 假 节 结构 

假 节 结构 (图 2- 34) 最 初 是 在 葛 卜 黄色 镰 舱 病毒 (turnip yellow mosaic virus) 的 基因 
组 RNA 上 发 现 的 。 一 个 假 节 结 构 至 少 由 两 段 螺 旋 和 将 两 段 螺旋 联系 起 来 的 单 链 区 或 环 
组 成 。 尽 管 存 在 几 种 拓扑 学 性 质 不 同 的 假 节 结构 ,但 最 典型 的 是 卫 型 假 节 。 在 这 种 假 
节 结 构 之 中 ,一 个 发 夹 环 上 的 碱 基 与 茎 以 外 的 碱 基 形 成 分 子 内 的 配对 ,从 而 导致 形成 第 
二 个 葵 环 结构 ,由 此 产生 具有 两 茎 两 环 的 假 节 结构 (图 2- 34(1) 一 (3))。 上 述 两 茎 可 连 
成 一 片 , 形 成 一 段 准 连续 螺旋 。 单 链 环 区 域 经 常 与 相 邻 的 葵 发 生 作 用 (图 2- 34 中 的 环 1 
与 葵 2 或 环 2 与 蔡 1) ,形成 氢 键 ,参与 整个 分 子 结构 的 形成 。 因 此 ,这 种 模 体 结构 非常 稳 
定 。 由 于 环 和 葵 长 度 以 及 它们 之 间 相 互 作用 的 变化 , 假 节 结构 实际 上 多 种 多 样 ,因而 有 多 
种 生物 学 功能 。 这 些 功能 包括 :形成 多 种 核 酶 的 催化 核心 ,如 一 些 自我 剪接 的 内 含 子 (self- 
splicing intron) ;诱导 多 种 病毒 在 翻译 过 程 中 发 生 核糖 体 移 框 (ribosomal frameshifting) 。 

(1) 


人 


侠 2-34 RNA 的 假 节 结 构 


2.“ 吻 式 "发 夫 

这 种 模 体 是 由 两 个 独立 的 发 夹 结 构 通过 环 之 间 的 碱 基 配 对 形成 的 。 当 两 个 环 配对 
以 后 ,就 在 两 个 发 来 结构 之 间 形 成 第 三 段 双 螺旋 ,这 段 螺旋 与 原来 的 两 端 双 螺旋 发 生 共 
轴 堆 积 ,而 形成 一 段 连续 的 共 轴 螺 旋 ( 图 2- 35)。 例 如 ,HIV 基因 组 RNA 分 子 上 就 有 这 
种 模 体 。 


一 
三 理 


遗传 物质 的 分 子 本 质 
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侠 2-35 HIV 基因 组 RNA 分 子 中 吻 式 发 夹 结构 的 形成 


人 小 沟 模 体 

和 A 小 沟 模 体 是 一 个 处 于 单 链 区 的 A 插 入 到 一 个 双 螺 旋 小 沟 中 后 形成 的 。 搬 和 人 到 螺 
旋 中 的 A 就 像 一 把 插 到 锁 眼 中 的 钥匙 ,通过 碱 基 之 间 和 核 苷 之 间 的 氢 键 及 范 德 华 力 发 
生 作用 (图 2- 36)。 这 种 模 体 结构 广泛 存在 于 锤 头 状 核 酶 .第 一 类 内 含 子 核 酶 和 rRNA 
分 子 之 中 。 
插入 小 汽 中 的 A 


小 沟 里 面 的 CG 碱 基 夺 
儒 2: -36 和 -小 沟 模 体 结 和 中 A 与 螺旋 之 中 的 碱 基 对 之 间 的 相互 作用 
1 核糖 拉链 
核糖 拉链 主要 是 两 个 螺旋 在 小 沟 的 表面 以 氢 键 相连 的 一 种 结构 (图 2- 37), 其 中 的 
氢 键 供 体 是 一 个 螺旋 中 的 核糖 2 - OH, 受 体 则 是 另外 一 个 螺旋 中 的 喀 喧 碱 基 2 号 位 O 
或 味 叭 碱 基 3 号 位 N。 该 结构 也 存在 于 第 一 类 内 含 子 核 酶 和 TIRNA 分 子 之 中 。 


食 2- 37 参与 形成 核糖 拉链 的 各 个 核 苷 酸 之 间 的 相互 作用 


5. 膏 曲 转 角 
弯曲 转角 是 在 螺旋 一 内 部 环 一 螺旋 结构 中 的 螺旋 轴 上 引入 一 个 “ 急 转 弯 ”以 后 形成 
的 。 在 这 种 模 体 中 ,不 对 称 的 内 部 环 被 埋 在 螺旋 之 中 (图 2-38)。 
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侠 2-38 弯曲 转角 模 体 的 形成 


五 核酸 与 蛋白 质 形 成 的 复合 物 


(一 ) DNA 与 蛋 自 质 形成 的 复合 物 
1， 真 核 生物 的 核 小 体 结 构 

真 核 细胞 的 核 基因 组 DNA 被 局 限 在 细胞 核 内 , 与 组 蛋白 结合 形成 核 小 体 
Cnucleosome) 的 结构 。 核 小 体 可 视 为 真 核 生物 细胞 核 染 色 质 的 一 级 结构 单位 , 它 在 电镜 
下 呈 串 珠 状 ( 图 2-39) :每 一 个 “珠子 ”由 组 蛋白 核心 Chistone core) 和 环绕 其 上 的 DNA 组 
成 ( 约 146 bp); 相 邻 “珠子 ”之 间 的 连 线 为 DNA, 称 为 连 线 DNA(linker DNA) ,长 度 8 一 
114 bp 不 等 , 它 最 容易 受到 DNA 酶 的 水 解 。Hl 与 连 线 DNA 结合 ,但 去 除 也 1] 并 不 会 破 
坏 核 小 体 结构 。 


们 2- 39 电镜 下 的 核 小 体 结构 


组 蛋白 属于 一 类 较 小 的 碱 性 蛋白 。 富 含 碱 性 氨基 酸 一 一 Lys 和 Arg, 它 们 在 生理 pH 
下 , 带 有 正 电 荷 , 这 样 就 可 以 与 带 负 电荷 的 DNA 通过 静电 引力 结合 在 一 起 。 

组 蛋白 主要 有 五 种 类 型 , 即 HH2A、H2B、H3 和 H4。 某 些 生物 或 组 织 还 有 HIl "或 RE 访 作 折 知 ' 真 核 生物 
E5( 表 2- 全 。 此 外 ,细胞 内 还 存在 与 这 五 种 标准 形式 相对 应 的 不 同 变 体 。 这 些 变 体 在 。 从 加 自在 站 站 析 上 
取代 相应 的 标准 组 蛋白 并 与 DNA 结合 以 后 ,会 改变 局 部 的 核 小 休 和 染色 质 的 结构 ,进而 
有 可 能 影响 到 基因 的 表达 。 


表 2-4 


人 

15 400 高 度 保守 

11340 高 度 保守 

14000 在 不 同 组 织 和 物种 中 ,中 度 保 守 

13 770 在 不 同 组 织 和 物种 中 ,中 度 保守 

2 500 在 不 同 组 织 和 物种 中 ,显著 变化 

一 21500 变化 很 大 ,只 存在 于 非 复制 的 细胞 
21 500 高 度 变化 ,只 存在 于 某 些 物 种 无 转录 活性 的 细胞 
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各 种 组 蛋白 在 进化 的 保守 性 上 是 不 一 样 的 ,保守 性 最 高 的 是 H4, 其 次 是 H3, 再 其 次 
是 H2A 和 H2B。 变 化 最 大 的 是 HI1。 某 些 组 织 中 没有 HIl ,而 含有 其 他 类 型 的 组 蛋白 。 
例如 ,在 鸟 类 的 红细胞 中 由 H5 取代 了 了 1 。 

在 三 维 结构 上 ,H2A、H2B、H3 和 H4 的 结构 相似 ,N 端 形 成 尾巴 ,C 端 形 成 组 蛋 折 
特有 的 结构 模 体 一 一 组 蛋白 折 寿 Chistone fold) 。 组 蛋白 折 乔 由 3 段 -螺旋 组 成 ,中 间 的 
ax- 螺旋 比较 长 ,两 侧 的 较 短 ,组合 起 来 形 如 一 个 浅 的 “U? 字 。 

组 蛋白 核心 是 一 个 八 聚 体 , 由 4 组 二 聚 体 通 过 组 蛋白 折 笃 结合 在 一 起 。H3 与 H4 
通过 一 个 组 蛋白 折 释 形成 异 源 二 聚 体 ,H2A 与 H2B 通过 另 一 个 组 蛋白 折 笃 形成 另 一 个 
异 源 二 聚 体 。 两 个 H3 一 H4 二 聚 体 通过 H3 之 间 的 四 螺旋 束 (4 - helix bundle) 形 成 
H3 一 H4 四 聚 体 ,最 后 一 对 H2A 一 H2B 通过 H2B 与 H4 之 间 的 相互 作用 形成 八 聚 体 。 
组 蛋白 核心 主要 通过 静电 引力 与 DNA 结合 ,其 表面 大 约 环绕 146 bp 的 DNA 双 螺 旋 ， 
DNA 长 度 因此 被 压缩 了 6 一 7 倍 (图 2- 40)。 


个 2-40 核 小 体 结构 模型 


HIl 并 不 参与 形成 组 蛋白 八 聚 体 核心 ,而 是 游离 在 外 ,与 连 线 DNA 结合 ,锁定 核 小 
体 , 有 利于 将 核 小 体 包 装 成 更 高 层次 的 结构 。 

最 新 研究 发 现 ,细胞 内 核 小 体 的 组 装 经 历 前 核 小 体 (prernueleosome) 中 间 物 。 这 种 
介 于 DNA 与 核 小 体 之 间 的 前 核 小 体 结构 ,在 依赖 于 ATP 的 马达 蛋白 (ATP-dependent 
motor protein)ACF 的 催化 下 ,可 快速 地 形成 标准 的 核 小 体 结 构 。 

核 小 体 的 宽度 约 为 10 nm, 因 此 这 个 阶段 的 染色 质 称 为 10 nm 纤维 或 核 蛋 白 纤 维 
Cnucleoprotein fibril) 。 通 过 X 射线 晶体 衍射 分 析 发 现 ,构成 核 小 体 核心 的 组 蛋白 单 体 
N 端 和 C 端 尾巴 不 在 核心 结构 之 中 , 而 是 伸 出 来 通过 超 螺旋 上 的 沟 与 相 邻 的 核 小 体 接 
触 ;DNA 双 螺 旋 每 隅 10 bp, 其 小 沟 就 面 对 蛋 白质 的 表面 ,并 与 Arg 侧 链 接触 ;DNA 的 大 
沟 朝 外 ,能 够 被 序列 特异 性 结合 蛋白 识别 并 结合 ; 核 小 体 表面 的 DNA 卷曲 并 略 显 缠绕 不 
足 , 以 负 超 螺旋 的 形式 存在 ,其 中 的 双 螺 旋 的 螺 距 为 10. 2 bp/ 圈 而 不 是 10. 5 bp/ 圈 。 已 
发 现 ,DNA 序列 在 核 小 体 选 位 Cnucleosome positioning) 中 起 重要 作用 。 核 小 体 选 位 对 序 
列 的 偏爱 性 可 反映 一 群 细胞 在 一 给 定 的 DNA 区 域 核 小 体 的 占据 率 。 例 如 ,在 不 同 的 生 
物体 内 ,二 聚 核 音 酸 AA 或 TT 序列 在 核 小 体形 成 的 区 域 缺乏 ,而 GC 含量 与 核 小 体 的 占 
据 率 高 度 相 关 。 此 外 ,在 人 类 和 拟 南 芥 细胞 内 , 包 右 在 核 小 体外 序列 中 的 C 甲 基 化 程度 
高 于 连接 DNA， 
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核 小 体 结 构 可 以 用 来 调节 特定 基因 的 表达 :一 方面 它 可 以 通过 启动 远 距 离 DNA 序 
列 之 间 的 相互 作用 而 激活 基因 的 表达 , 另 一 方面 它 还 可 以 通过 阻碍 特定 转录 因子 或 调节 
蛋白 与 DNA 的 结合 而 抑制 基因 的 表达 。 盘 绕 在 核 小 体 上 的 DNA 与 转录 因子 或 调节 和 蛋 
白 的 接触 受到 组 蛋白 的 限制 ,DNA 只 有 在 从 核 小 体 上 分 离 或 部 分 解 盘 绕 的 情况 下 才 可 
与 转录 因子 或 调节 蛋白 充分 接触 ,但 组 蛋白 尾巴 上 的 氨基 酸 残 基 可 以 被 化 学 修饰 。 组 和 蛋 
自 可 发 生 的 化 学 修饰 包括 乙酰 化 . 甲 基 化 、 磷 酸化 和 泛 酰 化 等 。 这 些 修饰 可 改变 组 蛋白 
分 子 所 带 的 电荷 ,从 而 影响 到 它们 与 DNA 的 相互 作用 ,进而 对 核 小 体 的 稳定 和 DNA 的 
解 螺 旋 起 着 调控 作用 。 

2. 十 菌 的 核 小 体 的 结构 

与 细菌 相似 , 古 菌 的 染色 体 也 是 单一 的 连续 环 状 染色 体 , 但 许多 古 菌 具有 组 蛋白 , 因 
此 也 会 形成 核 小 体 。 例 如 ,在 炽热 甲烷 哮 热 菌 (Metharothermazs jeruicdaus ) 体 内 ,发 现 了 
两 种 组 蛋白 一 一 HMfA 和 -HM 纪 。 然 而 , 古 菌 的 组 蛋白 要 短 于 真 核 生 物 ( 如 HMIfA 和 
HM 纪 比 H4 在 N 端 和 C 端 各 少 了 36 和 7 个 氨基 酸 残 基 ) ,而 且 在 与 DNA 形成 核 小 体 
的 时 候 , 只 形成 四 聚 体 核 尼 ,也 没有 伸 出 来 的 N 端 或 C 端的 尾巴 (图 2- 41)。 如 此 小 的 
组 蛋白 核心 让 古 菌 的 一 个 核 小 体 只 能 包 被 约 80 bp 的 DNA, 而 缺乏 尾巴 的 特征 ,使 得 古 
菌 的 组 蛋白 不 像 真 核 生 物 可 发 生 各 种 形式 的 化 学 修饰 。 


HEMfB 


全 2-41 古 菌 的 组 蛋白 与 DNA 形成 的 核 小 体 结构 


3. 细菌 的 拟 核 结构 

与 古 菌 和 真 核 生 物 不 同 的 是 ,细菌 并 没有 组 蛋白 ,所 以 不 会 形成 核 小 体 的 结构 。 但 
细菌 也 具有 一 些小 的 碱 性 蛋白 ,如 HU 和 FIS。 这 些 碱 性 蛋白 也 可 以 和 它们 的 基因 组 
DNA 结合 ,形成 高 度 浓缩 的 拟 核 或 类 核 Cnucleoid) 的 结构 。 拟 核 包 括 DNA、 不 同 于 组 有 蛋 
和 白 的 拟 核 蛋 白 NAP、.DNA 拓扑 异 构 酶 .转录 因子 和 mRNA。 拟 核 中 的 DNA 以 超 螺旋 的 
形式 存在 ,形成 一 个 个 大 小 在 50 一 100 kb 的 小 环 。 这 些小 环 被 固定 在 由 特定 的 蛋白 质 分 
子 形成 的 基 座 上 (图 2- 42) 。 
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登 2-42 细菌 的 拟 核 结构 


(二 ) RNA 与 蛋白 质 形成 的 复合 物 

在 细胞 里 ,很 多 重要 的 RNA 需要 与 特殊 的 蛋白 质 形成 复合 物 以 后 才能 起 作用 。 这 
些 RNA 与 蛋白 质 复 合 物 主要 包括 :核糖 体 、 信 号 识别 颗粒 (signal recognition particle， 
SRP) 、 核 小 RNA 蛋白 质 复 合 物 (snRNP) 、 核 仁 小 RNA 蛋白 质 复合 物 (snoRNP) .剪接 体 
(Cspliceosome) 、 核 灶 核 酸 酶 P 和 端 粒 酶 (telomerase) ( 表 2 - 5)。 除 此 以 外 ,RNA 病毒 本 
质 就 是 基因 组 RNA 与 衣 被 蛋白 质 等 形成 的 复合 物 , 例 如 艾滋 病 病毒 CHIV) .流感 病毒 、 
琴 型 肝炎 病毒 (HCV) 和 埃 博 拉 病 毒 (Ebola virus) 等 。 


表 2=5 几 种 重要 的 RNA 与 蛋白 质 形 成 的 复合 物 


核糖 体 JRNA 充当 蛋白 质 生物 合成 的 产 所 所 有 的 生物 


识别 多 种 走 核 细胞 与 粗 面 内 质 网 和 
古 菌 和 真 核 生物 为 
ea 原核 细胞 与 细胞 膜 结 合 的 核糖 体 上 
信号 识别 入 粒 加 前 为 waSIRNA “合成 的 蛋白 质 在 人 端的 信号 肤 ; 参 “ 打 有 的 生 多 
1 与 这 些 蛋白 质 的 共 翻 译 定向 和 分 拣 

snRNP snRNA 参与 真 核 细胞 核 内 mRNA 的 剪接 。” 真 核 生 物 
snoRNP snoORNA 参与 真 核 细胞 rRNA 的 后 加 工 十 菌 和 真 核 生 物 
前 接 体 snRNA 和 mRNA 和 信 抽 本 AS 信 的 ”页 核 生物 

参与 RNA: 前 体 在 5- 端 多 余 的 碱 
人 P ML RNA. 基 序列 的 切除 3 所 有 生物 
二 本 和 维护 直 本 多核 DNA 器 粒 序 列 的 ” 真 本 和 
RNA 病毒 基因 组 RNA 充当 RNA 病毒 的 遗传 物质 细菌 和 真 核 生 物 


第 三 节 “核酸 的 理化 性 质 


核酸 所 具有 的 重要 理化 性 质 包 括 紫 外 吸收 (CUV absorption)、 两 性 解 离 、 沉 演 
(precipitation)、 黏度 ,变性 (denaturation) \ 复 性 (Crenaturation) 和 水 解 (hydrolysis) 等 。 

1， 紫 外 吸收 

核酸 的 紫外 吸收 性 质 是 其 中 的 碱 基 赋予 的 ,最 大 吸收 峰 为 260 nm。 虽 然 蛋 白质 也 有 
紫外 吸收 ,但 吸收 峰 为 280 nm。 

核酸 的 紫外 吸收 性 质 十 分 有 用 ,可 用 它 来 对 核酸 进行 定性 和 定量 分 析 。 平 时 在 定量 
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核酸 的 时 候 , 对 于 1 个 ODw 的 纯 的 核酸 溶液 来 说 , 双 链 DNA 的 浓度 为 50 pg/mL, 单 链 
DNA 的 浓度 是 35 png/mL, 单 链 RNA 的 浓度 为 40 ng/mL。 可 以 用 此 来 计算 核酸 样品 的 
浓度 。 

测定 紫外 吸收 不 但 能 确定 核酸 的 浓度 ,还 可 通过 测定 在 260 nm 和 280 nm 的 紫外 吸 
收 值 的 比值 (A260/A280) 估 计 核 酸 的 纯度 。 纯 度 较 好 的 DNA 的 比值 为 1.8,RNA 的 比 
值 为 2.0。 若 DNA 比值 高 于 1.8, 说 明 有 RNA 污 染 , 若 低 于 1. 8, 则 说 明 有 蛋白质 的 污 
染 ; 若 RNA 的 比值 高 于 2.0, 说 明 有 DNA 污染 , 若 低 于 2.0, 则 说 明 有 和 蛋白质 的 污染 。 

2. 两 性 解 离 

核酸 同时 带 有 碱 性 的 碱 基 和 酸性 的 磷酸 基 团 ,因此 也 具有 两 性 解 离 的 性 质 。 但 由 于 
核酸 含有 大 量 的 磷酸 基 团 ,因此 它们 的 pI 值 较 低 ,DNA 的 pI 为 4 一 4.5,RNA 的 pI 为 
2=22.5。 

3. 沉淀 

在 一 定 盐 浓度 (1710 体积 3 molL 的 乙酸 钠 ,pH 5.2) 下 ,水 相 中 的 核酸 可 被 2. 5 一 3 
倍 体积 的 无 水 乙醇 沉淀 下 来 。 如 果 是 沉淀 RNA, 可 用 异 两 醇 代 替 。 在 沉淀 中 , 盐 所 起 的 
作用 在 于 其 中 的 阳离子 ,可 有 效 地 中 和 核酸 分 子 中 磷酸 基 团 所 带 的 负电 荷 , 乙 醇 或 异 两 
醇 所 起 的 作用 是 降低 溶液 的 极 性 ,从 而 有 利于 阳离子 与 磷酸 基 团 的 结合 。 

4. 翻 度 

生物 大 分 子 都 具有 一 定 的 黏度 ,特别 是 结构 细 长 并 具有 一 定 刚 性 的 大 分 子 黏 度 更 
好 。 以 双 螺 旋 结 构 存 在 的 基因 组 DNA 一 般 都 很 长 ,所 以 黏度 就 很 高 。 可 显示 基因 组 
DNA 具有 较 高 黏度 的 时 候 是 在 分 离 纯化 基因 组 DNA 的 过 程 中 ,若是 其 完整 性 维持 的 比 
较 好 , 则 在 最 后 的 阶段 可 用 玻璃 棒 将 其 像 抽 丝 一 样 从 溶液 中 给 带 出 来 。 

5， 变 性 

核酸 在 特定 因素 作用 下 ,维系 双 螺 旋 结 构 的 氧 键 和 碱 基 堆 积 力 受到 破坏 ,分 子 由 稳 
定 的 双 螺 旋 结 构 松 解 为 无 规则 线性 结构 甚至 解 旋 成 单 链 的 现象 ; 称 为 核酸 的 变性 。 核 酸 
的 变性 可 以 是 部 分 的 ,也 可 能 发 生 在 整个 核酸 分 子 上 ,但 不 涉及 一 级 结构 即 磷酸 二 酯 键 
的 断裂 。 

(1) 影响 核酸 变性 的 因素 

凡 能 破坏 稳定 DNA 双 螺 旋 构 象 的 因素 (如 氢 键 和 碱 基 堆 积 力 ) ,以 及 增强 不 利于 
DNA 双 螺 旋 稳 定 的 因素 (如 磷酸 基 的 静电 斥 力 和 碱 基 分 子 的 内 能 ) 的 都 可 以 成 为 变性 的 
原因 ,如 加 热 、 碱 性 pH、 低 离子 强度 ,有 机 试剂 (甲醇 .乙醇 .尿素 及 甲 酰胺 ) 等 , 均 可 破坏 
双 螺 旋 结 构 引 起 核酸 分 子 变 性 。 如 要 维持 单 链 状态 ,可 保持 pH 大 于 11. 3, 以 破坏 氢 键 ; 
或 者 盐 浓 度 低 于 0. 01 mol/L, 此 时 由 于 磷酸 基 的 静电 斥 力 ,使 配对 的 碱 基 无 法 相互 靠 
近 , 碱 基 堆 集 作 用 也 处 在 最 低 水 平 。 

常用 的 DNA 变性 方法 主要 是 热 变性 方法 和 碱 变性 方法 。 热 变性 使 用 得 十 分 广泛 ， 
热能 使 核酸 分 子 热 运动 加 快 ,增加 了 碱 基 的 分 子 内 能 ,破坏 了 和 氧 键 和 碱 基 堆 积 力 ,最 终 破 
坏 核酸 分 子 的 双 螺旋 结构 ,引起 核酸 分 子 变 性 。 热 变性 常用 于 变性 动力 学 的 研究 ,然而 
高 温 可 能 引起 磷酸 二 酯 键 的 断裂 ,得 到 长 短 不 一 的 单 链 DNA。 而 碱 变性 方法 则 无 此 缺 
点 ,在 PH 11. 3 时 ,全 部 氢 键 都 被 破坏 ,DNA 完全 变 成 单 链 的 变性 DNA。 在 制备 单 链 
DNA 时 ,优先 采取 这 种 方法 。 

(2) 变性 引起 的 核酸 理化 性 质 的 改变 

变性 时 DNA 溶液 最 重要 的 变化 是 增色 效应 Chyperchromic effect)。DNA 分 子 具 有 
紫外 吸收 的 特性 ,其 吸收 峰值 在 260 nm。DNA 分 子 中 碱 基 间 电子 的 相互 作用 是 紫外 吸 
收 的 结构 基础 ,但 双 螺 旋 结 构 有 序 堆 积 的 碱 基 又 “束缚 ”了 这 种 作用 。 变 性 时 DNA 的 双 
链 解 开 , 有 序 的 碱 基 排列 被 打 乱 ,增加 了 对 光 的 吸收 ,因此 变性 后 DNA 溶液 的 紫外 吸收 
作用 增强 ,成 为 增色 效应 。 浓 度 为 50 png/mL 的 双 螺 旋 DNA 的 Axm 王 1.00, 完 全 变性 的 
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KITT 两 个 双 埋 放 DNA 分 
子 ,一 个 GC 含量 是 60 叫 ， 由 
100 bp 组 成 , 另 一 个 GC 含量 
是 40 办 但 直 200bp 组 成 ,如 
果 其 他 条 件 相 同 , 你 认为 哪 
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DNA 即 单 链 DNA 的 As 二 1. 37, 而 单 核 苷 酸 的 等 比例 混合 物 的 Asw 王 1. 60。 

变性 还 能 降低 DNA 溶液 的 黏度 。DNA 双 螺 旋 是 紧密 的 “刚性 ?结构 ,变性 后 代 之 以 
“柔软 ”而 松散 的 无 规则 单 股 线性 结构 ,DNA 黏度 因此 而 明显 下 降 。 另 外 ,变性 后 整个 
DNA 分 子 的 对 称 性 及 分 子 局 部 的 构象 改变 ,使 DNA 洲 液 的 旋光 性 发 生变 化 。 

变性 还 能 提高 DNA 的 浮力 密度 (buoyant density) 。DNA、RNA 和 和 蛋白质 这 三 种 生 
物 大 分 子 都 具有 一 定 的 密度 ,其 中 RNA 的 密度 最 大 ,和 蛋白质 的 密度 最 低 ,DNA 的 密度 介 
于 两 者 之 间 。 一 个 特定 的 DNA 分 子 的 密度 主要 取决 于 它 的 GC 含量 和 构象 状态 。GC 
含量 越 高 ,密度 越 大 。 有 超 螺旋 结构 存在 的 DNA 密度 显然 要 高 于 松弛 状 的 DNA。 而 变 
性 的 DNA 密度 要 高 于 没有 变性 的 DNA。 有 一 种 特殊 的 离心 方法 叫 密度 梯度 离心 
(density gradient centrifugation) ,以 CsCl 盐 溶液 为 离心 液 。 离 心 管 内 的 CsCl 浴 液 在 重力 
场 的 作用 下 , 自 管 口 至 管 底 可 自发 形成 由 小 到 大 的 密度 梯度 。 密 度 不 同 的 生物 大 分 子 可 
以 利用 此 方法 被 分 开 , 而 DNA 一 旦 变性 ,其 最 后 的 位 置 会 向 下 移 , 这 说 明 它 的 密度 增 
加 了 。 

与 蛋白 质变 性 不 同 的 是 ,DNA 不 会 因为 变性 而 丧失 生物 学 功能 。 这 是 因为 DNA 的 
生物 学 功能 是 以 一 级 结构 的 形式 贮存 各 种 遗传 信息 ,而 变性 并 不 影响 核酸 的 一 级 结构 。 
相反 ,变性 有 利于 DNA 的 复制 .转录 和 重组 等 。 例 如 ,在 利用 PCR 进行 体外 扩 增 DNA 
的 时 候 , 第 一 步 就 是 对 模板 DNA 进行 热 变性 。 

(3) 核酸 的 熔 解 温度 

加 热 使 DNA 分 子 有 一 半 发 生变 性 所 需 的 温度 称 为 熔 解 温度 (melting temperature， 
Tm)。DNA 分 子 的 热 变性 具有 在 很 狭窄 的 温度 范围 内 突 发 的 过 程 ,很 像 晶 体 达 到 迷 点 
时 的 熔化 现象 , 故 称 熔 解 温度 。 当 缓慢 而 均匀 地 增加 DNA 溶液 的 温度 ,记录 各 个 不 同 温 
度 下 的 As 值 , 即 可 绘制 成 DNA 的 变性 曲线 。 典 型 的 双 链 DNA 变性 曲线 呈 S 型 
(图 2-43)。S 型 曲线 下 方 平 坦 , 表 示 DNA 的 氧 键 未 被 破坏 ; 竺 加热 到 某 一 温度 时 , 氧 键 
突然 断 开 ,DNA 迅速 解 链 , 同 时 伴随 吸光 率 和 急剧 上 升 ;此 后 因 ”“ 无 链 可 解 2 而 出 现 温度 效 
应 丧失 的 上 方 平 坦 段 。 当 被 测 DNA 的 50%% 发 生变 性 , 即 增色 效应 达到 一 半 时 的 温度 作 
为 Tm。 它 在 S 型 曲线 上 相当 于 吸光 率 增加 的 中 点 处 所 对 应 的 横 坐 标 。 


在 260 nm 处 的 相对 吸光 值 
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鸽 2-43 DNA 的 熔 解 曲线 图 


DNA 分 子 的 Tm 主要 取决 于 DNA 自身 的 性 质 ,这 些 性 质 包括 : 

中 DNA 的 均一 性 

包括 DNA 分 子 中 碱 基 组 成 的 均一 性 以 及 DNA 种 类 的 均一 性 。 总 的 来 说 ,DNA 均 
一 性 越 高 , Tm 值 范围 较 罕 ; 反 之 ,DNA 均一 性 越 低 , Tm 值 范 围 就 较 宽 。 

@ DNA 的 GC 含量 

GC 含量 越 高 , Tm 值 越 高 。 因 为 GC 碱 基 对 具有 3 个 氧 键 , 而 AT 碱 基 对 只 有 2 个 
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氨 键 ,DNA 中 GC 含量 高 显然 更 能 增强 结构 的 稳定 性 。Tm 与 GC 含量 的 关系 可 用 以 下 
经 验 公 式 表 示 CDNA 溶 于 0. 2 mol/L NaCl 中 ) :Tm 王 69. 3 十 0.41X(G 十 C)%%。 

@ 碱 基 对 的 数目 

双 螺 旋 包括 的 碱 基 对 数目 越 多 , 碱 基 堆 积 力 就 越 强 , 氢 键 数目 就 越 多 , Tm 也 就 
越 高 。 

此 外 , 盐 浓度 也 会 影响 到 一 种 DNA 双 螺 旋 的 Tm。 显 然 , 同 一 种 DNA 在 盐 浓 上 度 不 
同 的 缓冲 溶液 中 , 盐 浓度 越 高 , 测 出 的 Tm 就 越 高 。 

6. 复 性 

变性 DNA 在 适当 条 件 下 ,两 条 互补 链 全 部 或 部 分 恢复 到 天 然 双 螺旋 结构 的 现象 称 
为 复 性 。 热 变性 的 DNA 一 般 经 缓慢 冷却 后 即 可 复 性 ,这 个 过 程 也 称 " 退 火 ”(annealing) 。 

复 性 并 不 是 两 条 单 链 重新 缠 绕 的 简单 过 程 。 它 首先 从 单 链 分 子 之 间 随 机 的 无 规则 
碰撞 运动 开始 , 当 碰 撞 的 两 条 单 链 大 部 分 碱 基 都 不 能 互补 时 ,所 形成 的 氢 键 都 是 短命 的 ， 
很 快 会 被 分 子 的 热 运 动 瓦解 。 只 有 当 可 以 互补 配对 的 一 部 分 碱 基 相 互 靠近 时 ,一 般 认 为 
需要 10 一 20 bp, 特 别 是 富 含 GC 的 节 段 首先 形成 氨 键 ,产生 一 个 或 几 个 双 螺 旋 核 心 。 这 
一 步 称 为 成 核 作 用 Cnucleation) ;然后 ,两 条 单 链 的 其 余部 分 就 会 像 拉 拉链 那样 迅速 形成 
双 螺 旋 结 构 。 因 此 , 复 性 过 程 的 限制 因素 是 分 子 碰撞 过 程 。DNA 的 复 性 不 仅 受 温 度 影 
响 , 还 受 DNA 自身 特性 等 其 他 因素 的 影响 。 

(1) 温度 

一 般 认 为 比 Tm 低 25 左右 的 温度 是 复 性 的 最 佳 条 件 , 越 远离 此 温度 , 复 性 速度 就 
越 慢 。 在 很 低 的 温度 (如 低 于 4C) 下 ,分 子 的 热 运 动 显 著 减 弱 , 互 补 链 碰 撞 结 合 的 机 会 
自然 大 大 减少 。 复 性 时 温度 下 降 必须 是 一 缓慢 过 程 , 若 在 超过 Tm 的 温度 下 迅速 冷却 至 
低温 , 复 性 几乎 是 不 可 能 的 ,因此 实验 中 经 常 以 此 方式 保持 DNA 的 变性 状态 。 

(27》 DNA 浓度 、 

复 性 的 第 一 步 “ 成 核 ? 作 用 进行 的 速度 与 DNA 浓度 的 平方 成 正比 。 即 洲 液 中 DNA 
分 子 越 多 ,相互 碰撞 结合 “成 核 ? 的 机 会 越 大 。 

(3) DNA 序列 的 复杂 性 

DNA 序列 的 复杂 性 越 低 ,互补 碱 基 的 配对 越 容 易 实现 ;而 DNA 序列 的 复杂 性 越 高 ， 
实现 配对 越 困 难 。 
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核酸 的 复杂 性 程度 可 以 用 Cot 值 表示 , 即 复 性 时 DNA 的 初始 浓度 Co( 核 昔 酸 的 摩 
尔 数 ) 与 复 性 所 需 时 间 t( 秒 ) 的 乘积 。 如 果 保 持 实验 温度 .溶剂 离子 强度 .核酸 片段 大 小 
等 其 他 因素 相同 ,以 复 性 DNA 的 百分比 对 Cot 作 图 ,可 以 得 到 Cot 曲线 (图 2- 44)。 在 
标准 条 件 下 (一 般 为 0. 18 ml/L 阳离子 浓度 ,400 nt 的 核 背 酸 片段 ) 测 得 的 复 性 率 达 0. 5 
时 的 Cot 值 称 Cotv* ,与 核 苷 酸 对 的 复杂 性 成 正比 。 

核酸 分 子 的 复杂 性 可 用 非 重复 碱 基 对 数 表 示 , 如 poly(A) 的 复杂 性 为 1, 重复 的 
(ATGC)。 组 成 的 核酸 的 复杂 性 为 4, 分子 长 度 是 10 碱 基 对 的 非 重 复 DNA 的 复杂 性 为 
10 。 同 时 ,在 DNA 总 浓度 (以 核 苷 酸 为 单位 ) 相 同 的 情况 下 ,片段 越 短 ,片段 浓 度 就 越 
高 , 复 性 所 需 的 时 间 也 越 短 。 对 于 来 源 原核 生物 的 DNA 分 子 ,Cot 值 的 大 小 可 代表 基因 
组 的 大 小 及 基因 组 中 核 苷 酸 对 的 复杂 程度 。 而 真 核 基因 组 中 因 含有 许多 不 同 程度 的 重 
复 序列 (repetitive sequence) ,所 得 到 的 Cot 曲线 中 的 S 曲 线 更 加 复杂 , 按 Cot 值 由 低 到 
高 ,分别 对 应 回 文 序列 .高度 重 复 序列 .中 度 重 复 序列 和 非 重复 序列 。 

(4) 核酸 的 分 子 杂 交 

核酸 的 分 子 杂 交 (hybridization) 是 指 不 同 来 源 的 核酸 分 子 通 过 碱 基 配 对 形成 稳定 的 
杂交 双 链 (heteroduplex) 分 子 的 过 程 , 它 是 核酸 研究 中 的 一 项 基本 实验 技术 。 其 基本 步 
又 为 : 先 在 一 定 条 件 ( 通 常 是 升 高 温度 ) 下 使 核酸 变性 ,再 在 适当 条 件 ( 通 常 是 缓慢 降低 温 
度 ) 下 使 核酸 复 性 ,这 样 即 可 实现 不 同 核酸 分 子 的 杂交 。 杂 交 可 以 发 生 在 两 种 不 同 的 
DNA 分 子 之 间 , 也 可 以 发 生 在 一 种 RNA 和 一 种 DNA 分 子 之 间 。 

杂交 的 本 质 是 在 一 定 条 件 下 使 两 条 具有 互补 序列 的 核酸 链 实 现 复 性 ,因此 可 以 利用 
这 项 技术 检测 特定 核酸 序列 的 存在 。 在 具体 操作 时 ,首先 需要 制备 针对 某 个 特定 序列 的 
标记 探 针 ,然后 将 探 针 和 样本 进行 杂交 ,通过 检测 标记 信和 号 即 可 研究 样本 中 是 否 存在 某 
个 基因 一 一 Southern 印迹 (Southern blotting) ,或 者 基因 在 染色 体 上 存在 的 位 置 一 一 原 
位 杂交 (in situ hybridization), 以 及 检测 样本 中 某 个 基因 是 否 表达 和 表达 的 强 弱 一 一 
Northern 印迹 (Northern blotting ) 。 

7. 水 解 

酸 、 碱 和 特定 的 酶 均 可 导致 核酸 水 解 。 

(1) 酸 水 解 

核酸 分 子 内 的 糖苷 键 对 酸 比较 敏感 ,特别 是 DNA 分 子 中 的 味 叭 糖苷 键 。 例 如 ,将 核 
酸 在 pH1.6 和 室温 下 对 水 透析 ,或 者 在 100 下 ,在 pH 2.8 的 溶液 中 存放 1 小 时 ,多 数 
味 叭 碱 基 即 可 脱落 。 核 酸 的 脱 旷 喧 作用 则 需要 在 更 剧烈 的 条 件 下 进行 ,如 使 用 98% 一 
100%% 甲 酸 ,在 175'C 下 作用 2 个 小 时 ,多 数 喀 啶 碱 基 才 会 脱落 。- 

《2) 碱 水 解 

RNA 特别 是 mRNA 分 子 对 碱 异常 敏感 。 在 室温 下 ,0. 3 一 1 mol/L 的 KOH 溶液 在 
大 约 24 个 小 时 可 将 RNA 完全 水 解 ,并 得 到 2 -或 3 - 核 苷 酸 的 混合 物 。 

DNA 对 碱 的 作用 一 般 不 会 水 解 ,只 会 发 生变 性 。 其 抗 碱 水 解 的 生理 意义 在 于 作为 
遗传 物质 的 DNA 应 更 稳定 ,不 易 水 解 。 而 RNA( 主 要 是 mRNA) 是 DNA 的 信使 ,完成 
任务 后 应 该 迅速 降解 。 

(3) 酶 促 水 解 

核酸 可 受到 多 种 不 同 酶 的 作用 而 发 生 水 解 , 但 不 同 的 酶 对 底 物 的 专 一 性 ,水 解 的 方 
式 和 磷酸 二 酯 键 的 断裂 方式 有 所 差别 ,因此 可 以 按照 上 述 性 质 对 有 关 的 酶 进行 分 类 。 按 
照 底 物 特异 性 ,可 分 为 只 能 水 解 DNA 的 DNA 酶 (DNase), 只 能 水 解 RNA 的 RNA 酶 
(RNase) 和 既 能 水 解 DNA 又 能 水 解 RNA 的 磷酸 二 了 酯 酶 ;按照 作用 方式 ,可 分 为 内 切 核 
酸 酶 和 外 切 核酸 酶 ;按照 磷酸 二 酯 键 的 断裂 方式 ,可 分 为 产物 为 5- 核 苷 酸 的 水 解 酶 和 产 
物 为 3 - 核 苷 酸 的 水 解 酶 。 


2014 年 12 月 4 日 ,美国 科学 家 85 岁 的 Watson 在 纽约 以 475.7 万 美元 拍卖 了 
自己 的 诺 贝 尔 奖章 , 远 高 于 之 前 预 估 的 350 万 美元 ,成 为 史上 第 一 位 拍卖 诺 贝尔 奖 
章 的 在 世 诺 贝尔 奖 得 主 。 据 称 拍卖 所 得 Watson 不 会 个 人 占有 ,而 是 会 捐 给 匡 善 机 
构 或 者 用 来 支持 科学 研究 。Watson 是 1962 年 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 得 主 .DNA 双 
螺旋 结构 发 现 者 之 一 。DNA 双 螺 旋 结 构 的 另外 一 位 发 现 者 是 英国 科学 家 Crick, 他 
早 在 2004 年 7 月 29 日 在 美国 加 利 福 尼 亚 病 逝 , 享 年 88 岁 。Crick 是 在 与 直肠 癌 这 
个 病魔 进行 了 长 期 的 搏斗 之 后 在 圣地 亚 哥 的 一 家 医院 去 世 的 。Crick 于 1916 年 6 
月 8 日 出 生 在 英国 的 龙 安 普 敦 ,1953 年 与 朋友 兼 同 事 Watson 一 起 提出 了 DNA 的 
双 螺 旋 模 型 ,并 因此 与 Watson 一 起 获得 了 1962 年 的 诺 贝 尔 奖 。 
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S Watsona( 左 ) 与 Crick( 右 ) 


1953 年 2 月 28 日 中 午 * 剑 桥 大 学 的 两 位 年 轻 的 科学 家 Crick 和 Watson 
(图 2-45) 在 一 个 非 学 未 场所 ,位 于 剑桥 大 学 国王 学 院 斜 对 面 的 老 谁 酒吧 (The 
Eagle Pub) 宣布 他 们 的 发 现 :;DNA 是 由 两 条 核 昔 酸 链 组 成 的 双 螺 旋 结 构 。1953 年 4 
月 25 日 ,Natzre 发表 了 这 一 成 果 。 不 过 ,按照 国际 学 玉 界 惯例 ,一 项 成 果 必 须 在 学 
术 杂 志 上 正式 发 表 才 能 被 视 为 正式 宣布 ,这 样 做 是 为 了 防止 有 人 钻 空子 随便 宣布 获 
得 重大 成 果 造 成 混乱 。 因 此 ,尽管 Watson 和 Crick 于 2 月 28 日 就 在 老鹰 酒 吧 宣 布 了 
这 一 成 果 ; 但 包括 英国 官方 机 构 在 内 的 很 多 机 构 仍 然 把 4 月 25 日 作为 DNA 双 螺 旋 结 
构 的 发 现 纪念 日 ,可 以 说 每 年 的 这 一 天 都 会 有 人 进行 各 种 形式 的 庆祝 (图 2- 46)。 


学 生 一 起 庆祝 DNA 双 螺旋 60 岁 生日 
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与 Watson 和 Crick 分 享 诺 贝尔 奖 的 还 有 Maurice Wilkins。Wilkins 的 贡献 在 
于 为 Watson 和 Crick 的 发 现 提 供 了 实验 证 据 。 然 而 科学 界 就 究竟 是 谁 第 一 个 发 现 
了 DNA 的 双 螺 旋 结 构 一 直 存 在 不 同 的 看 法 。 眼 下 ,一 些 DNA 双 螺 旋 结 构 发 现 者 的 
私人 手稿 和 信件 揭示 了 科学 史上 一 些 鲜 为 人 知 的 故事 与 细节 。 这 可 以 算是 科学 史 
上 的 一 桩 著名 公案 ,其 中 涉及 另外 一 位 著名 的 科学 家 Rosalind Franklin。Franklin 
是 一 位 非常 优秀 的 实验 科学 家 ,在 与 Wilkins 合作 期 间 赁 着 独特 的 思维 ,设计 了 许多 
能 从 多 方面 了 解 物质 不 同 结构 的 实验 方法 ,获取 在 不 同 温 度 下 的 DNA 晶体 的 X 射 
线 衍射 图 ,从 而 分 辨 出 了 这 种 分 子 的 维度 .角度 和 形状 。 她 发 现 DNA 是 螺旋 结构 ， 
至 少 有 两 股 ,其 化 学 信息 朝向 内 部 。 这 已 经 非常 接近 真理 。 然 而 ,Franklin 非常 有 个 
性 ,经 常 对 人 进行 直言 不 讳 的 尖锐 批 评 , 也 与 Wilkins 因 性 格 不合 时 常 发 生 了 矛盾, 最 
终 她 从 Wilkins 小 组 中 分 离 了 出 来 , 另 立 门户 。 

受 Wilkins 和 Franklin( 图 2-47) 关 于 DNA 的 X 射 线 可 体 衍 射 图 分 析 报 告 的 
启发 ,在 英国 的 卡 文 迪 什 实验 室 工 作 时 ,Watson 与 Crick 相遇 并 共同 研究 DNA 的 结 
构 。 最 初 ,Watson 与 Crick 千 辛 万 苦 地 按照 他 们 的 理解 把 糖 和 磷酸 置 于 中 间 ,4 个 
碱 基 位 于 外 侧 , 搭 出 了 DNA-` 三 螺旋 的 结构 。 他 们 认为 ,这 个 模型 与 Wilkins 和 
Franklin 提供 的 射线 衍射 图 比较 吻合 。 在 向 Wilkins 和 Frankjlin 透露 了 他 们 的 所 
谓 最 新 重大 成 果 时 ,Franklin 一 针 见 血 地 指出 了 这 一 成 果 的 缺陷 ,这 个 模型 过 分 模仿 
水 分 子 。 尽 管 Franklin 当时 并 不 知道 DNA 的 精确 结 煌 应 当 是 什么 样 的 ,但 是 通过 
她 自己 的 研究 ,她 至 少 知道 DNA 结构 不 应 当 有 是 什么 样 的 。 也 就 是 说 ,DNA 的 螺旋 
结构 并 不 是 三 螺旋 。 正 是 她 这 种 独特 的 指 路 明灯 式 的 光芒 ,把 Watson 和 Crick 一 步 
步 引 导 到 了 正确 的 方向 。 


图 2-47 Rosalind Franklin( 1920 一 1958) ( 左 ) 与 Maurice Wilkins( 1916 一 2004)( 右 ) 


但 是 ,在 20 世纪 50 年 代 的 剑桥 ,对 女 科 学 家 的 歧视 处 处 存在 ,她 们 无 形 中 被 排 
除 在 科学 家 间 的 联系 网 络 之 外 。 作 为 一 名 犹太 人 ,一 个 女人 ,再 加 上 脾气 率直 ， 
Franklin 自然 不 被 学 术 界 所 包容 。 因 此 ,1962 年 , Watson 和 Crick 获得 诺 贝尔 奖 时 
发 表演 说 根本 没有 提 到 她 。 而 本 应 属于 她 的 荣誉 落 到 了 她 在 伦敦 大 学 国王 学 院 的 
对 手 Wilkins 身上 。 

然而 Franklin 的 贡献 是 姓 庸 置疑 的 :她 分 辨 出 了 DNA 的 两 种 构象 ,并 成 功 地 拍 
摄 了 它 的 X 射 线 衍 射 照片 。Watson 在 1968 年 出 版 的 4The Double Helix》 一 书 中 ， 
透露 了 Wilkins 曾 偷 偷 复制 Franklin 的 研究 成 果 并 提供 给 他 ,其 中 就 包括 了 现在 众 
所 周知 的 好 证 明 螺 旋 结 构 的 X 射 线 图 像 。Watson 和 Crick 未 经 她 的 许可 使 用 了 这 
张 照片 。 在 一 封 Franklin 与 Watson 和 Crick 的 通信 中 , Crick 和 Watson 对 
Franklin 说 ,地 和 Wilkins 的 非常 清晰 的 DNA 图 片 对 他 们 启发 很 大 。 可 以 说 ,如 果 
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没有 Franklin 的 又 射线 成 果 , 要 确定 DNA 的 螺旋 结构 几乎 是 不 可 能 的 。 

这 个 故事 的 结局 是 伤感 的 。 当 1962 年 Watson Crick 和 Wilkins 获得 诺 贝 尔 奖 
的 时 候 ,Franklin 已 经 由 于 长 期 受 X 射线 的 影响 ,于 1958 年 因 卵 梨 癌 去 世 , 年 仅 37 
岁 。 而 按 诺 贝 尔 立 下 的 规矩 : 诺 贝 尔 奖 只 发 给 那些 尚 在 人 世 , 并 为 人 类 和 社会 发 展 
做 出 了 极 大 贡献 的 人 ,自然 该 奖 无 法 授予 Franklin, 所 以 Wilkins 就 与 Watson 和 
Crick 一 起 分 享 了 1962 年 的 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 


嘎 考 题 : 


1. 如 果 你 测定 合成 的 单 链 DNA 序列 5- ACTGTGTTACGCGTGG - 3 和 相同 序列 
的 RNA(GT 被 吉 取 代 ) 的 紫外 吸收 ,会 发 现 两 者 的 Asu 十 分 相近 。 如 果 你 合成 新 的 DNA 
序列 5- GCAGCGACTGTGTTGT - 3 ,你 会 发 现 得 到 的 Asw 没 有 变化 ,但 如 果 你 再 合成 
相同 序列 的 RNA, 就 会 发 现 得 到 的 Axw 会 急剧 下 降 。 为 什么 ? 

2. 蛋白 质 识 别 RNA 更 可 能 发 生 在 小 沟 而 不 是 大 沟 。 为 什么 ? 

3. 对 以 下 双 链 核酸 来 说 ,根据 提供 的 信息 ,判断 它们 可 能 形成 A -型 .B- 型 还 是 Z- 
型 双 螺 旋 ? 

(1) 在 核 酶 中 发 现 的 双 链 ; 

(2) 双 链 中 的 一 条 链 序列 是 :5 - ATGTGCACACGCGCATG -3 ; 

(3) 有 两 种 具有 相同 的 碱 基数 目 、 但 碱 基 组 成 不 同 的 双 链 DNA 进行 琼脂 糖 凝 胶 电 
泳 分 析 ,如果 样品 1 比 样品 2 跑 得 快 ,那么 它们 最 可 能 是 哪 一 种 形式 的 双 螺 旋 ? 

4. (1) 画 出 一 个 G : C 碱 基 对 ,用 虚线 标 出 碱 基 对 的 氢 键 ; 

(2) 在 图 中 标 出 碱 基 对 两 边 的 大 沟 和 小 沟 结构 ; 

(3) 哪些 氨基 酸 可 以 与 G 的 大 沟 边缘 发 生 特 殊 的 相互 作用 ? 

(4) 哪 一 种 氨基 酸 可 以 在 小 沟 与 GC 碱 基 对 (G 的 N2 和 N3) 发 生 特殊 的 相互 
作用 ? 

5. 如 果 你 合成 两 条 互补 的 多 聚 脱氧 核 苷 酸 链 ,但 使 用 dUTP 代替 dTTP, 你 预测 退 
火 形 成 的 双 链 属于 A 型 还 是 B 型 ? 如 果 每 一 个 核 苷 酸 的 2- 开 被 2-OH 取 代 , 形 成 的 
螺旋 又 是 什么 形式 ? 

6. 当 双 链 DNA 洲 解 在 含有 重水 的 缓冲 溶液 之 中 ,发 现 碱 基 上 的 所 很 容易 与 溶液 中 
的 质子 交换 。DNA 分 子 中 的 AT 碱 基 对 含量 越 高 ,交换 率 就 越 高 。 为 什么 ? 

7. 最 早 提出 的 DNA 二 级 结构 并 非 双 螺旋 ,而 是 由 Linus Pauling 和 Robert Corey 于 
1952 年 提出 的 三 螺旋 结构 。 三 螺旋 结构 认为 ,DNA 由 三 条 链 组 成 ,不 同 的 碱 基 在 分 子 的 
外 部 ,而 磷酸 在 内 部 ,分 子 是 螺旋 的 。 给 出 至 少 五 条 理由 ,解释 为 什么 这 样 的 三 螺旋 结构 
是 不 正确 的 。 

8. 一 种 生活 在 热 泉 内 的 古 菌 被 发 现 含有 一 种 能 够 在 其 DNA 内 引入 正 超 螺旋 的 拓 
扑 异 构 酶 。 你 认为 拓扑 异 构 酶 对 它 来 说 有 什么 益处 ? 
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中 


将 共 价 闭 环 负 超 螺旋 DNA 和 共 价 闭环 正 超 螺旋 DNA 分 别 与 核酸 酶 S1 保温 在 


一 起 ,这 对 两 种 超 螺旋 DNA 的 结构 有 没有 影响 ?为 什么 ? 
10. 解释 为 什么 RNA 的 三 维 结构 要 比 DNA 复杂 得 多 ? 这 种 在 三 维 结构 上 的 差异 
有 何 意义 ?请 结合 具体 的 例子 给 以 说 明 。 


推荐 网 站 : 


1 


http:y//themedicalbiochemistrypage. org/nucleic-acids. php( 完 全 免费 的 医学 生物 
化 学 课程 网 站 有 关 核 酸 的 内 容 ) 


，http://en. wikipedia. org/wiki/DNA( 维 基 百 科 有 关 DNA 的 内 容 ) 
。 http://en. wikipedia. org/wiki/RNA( 维 基 百 科 有 关 RNA 复制 的 内 容 ) 
。http://mol-biol4masters. masters. grkraj. org( 印 度 班 加 罗 尔 大 学 G. R. Kantharaj 


教授 提供 的 免费 的 面向 硕士 研究 生 的 分 子 生 物 学 课程 ) 


.http://www. dnai. org( 美 国 冷 泉 港 实验 室 提 供 的 有 关 DNA 学 习 的 动画 等 资料 ) 
。http://www。wiley。comylegacyy/ college/boyer/0470003790Vstructure/ydnay/ydna _ 


intro. htm(CWiley 数据 库 提 供 的 有 关 DNA 结构 的 信息 ) 
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二 草 基因、 基因 组 和 基因 组 学 


从 1865 年 Mendel 提出 “遗传 因子 ”的 概念 ,到 1953 年 Watson 和 Crick 发 现 DNA 的 
双 螺 旋 结 构 , 基 因由 最 初 的 抽象 符号 逐渐 被 赋予 了 具体 的 物质 内 容 。 随 着 研究 的 不 断 深 
入 ,人 们 对 基因 结构 和 功能 的 认识 也 在 不 断 地 加 深 。 基 因 的 化 学 本 质 主要 是 DNA, 它 是 
遗传 信息 的 物质 载体 ,传递 着 支配 生命 活动 的 各 项 指令 ,是 构建 生命 蓝图 中 的 一 页 ,也 是 
可 以 人 工 操作 用 于 改造 生命 属性 的 元 件 。 任 何 生 物 的 一 切 生 命 活动 都 直接 或 间接 地 在 
基因 控制 之 下 ,都 可 从 基因 层次 上 探究 其 本 质 。 

基因 组 是 指 某 物种 单 倍 体 细胞 中 一 套 完 整 的 遗传 信息 ,包括 所 有 的 基因 和 基因 间 区 
域 。 基 因 组 的 功能 是 通过 一 个 个 具体 基因 的 功能 来 实现 的 。 因 此 ,只 有 于 清 每 个 基因 的 
功能 以 及 实现 其 功能 所 需要 的 各 种 条 件 , 方 能 阐明 基因 组 的 功能 。 专 门 研 究 基因 组 结构 
和 功能 的 学 科 , 称 为 基因 组 学 , 它 主要 通过 基因 组 作 图 ,测序 和 基因 和 定位 等 方法 来 研究 。 

本 章 将 主要 介绍 基因 ,基因 组 和 基因 组 学 等 基本 概念 以 及 它们 之 间 的 关系 。 


第 一 节 基因 


基因 的 概念 随 着 生命 科学 的 发 展 而 不 断 完 善 , 同 时 随 着 对 基因 功能 认识 的 深入 ,人 
们 所 知 的 基因 种 类 也 日 益 增 多 。 回 顾 对 基因 研究 的 演变 和 发 展 历史 ,了 解 基因 的 现代 概 
念 ,将 有 助 于 进一步 认识 基因 结构 和 功能 的 多 样 性 。 


一 \ 对 基因 的 认识 


对 基因 的 认识 和 研究 大 体 上 可 以 分 为 三 个 阶段 :(1) 在 20 世纪 50 年 代 以 前 ,主要 从 
细胞 染色 体 水 平 上 进行 研究 ,属于 基因 的 染色 体 遗 传 学 阶段 !(2) 50 年 代 以 后 ,主要 从 
DNA 水 平 上 进行 研究 ,属于 基因 的 分 子 生 物 学 阶段 ;(3) 80 年 代 以 后 ,由 于 重组 DNA 技 
术 的 完善 和 应 用 ,人 们 改变 了 从 表 型 到 基因 的 传统 研究 途径 ,而 能 够 直接 从 克隆 目的 基 


因 出 发 ,研究 基因 的 功能 及 其 与 表 型 的 关系 ,使 基因 的 研究 进入 了 反 向 遗传 学 (reverse 


genetics) 或 反 向 生物 学 阶段 。 与 传统 遗传 学 不 同 的 是 , 反 向 遗传 学 利用 重组 DNA 技术 
和 离 体 定向 诱 变 的 方法 ,在 体外 使 基因 突变 ,再 导入 体内 ,检测 突变 带 来 的 遗传 效应 , 进 
而 换 索 基因 的 结构 和 功能 。 

1. 基因 的 染色 体 着 传 学 阶段 

Mendel 以 苦 豆 为 材料 进行 了 大 量 的 杂交 实验 ,提出 了 ”遗传 因子 ”的 概念 。 不 过 他 
当时 所 指 的 “遗传 因子 ”只 是 代表 决定 某 个 遗传 性 状 的 抽象 符号 。 

1909 年 ,丹麦 生物 学 家 W. Johannsen 根据 希腊 文 “ 给 予 生命 "之 义 , 创 造 了 “基因 ” 
(gene) 一 词 ,代替 了 Mendel 的 “遗传 因子 ”。 不 过 ,这 里 的 “基因 ”也 没有 涉及 具体 的 物质 

念 ,而 是 一 种 与 细胞 的 任何 可 见 形态 结构 毫 无 关系 的 抽象 单位 。 

1911 年 ,Morgan 及 其 助手 通过 对 果 蝇 的 研究 发 现 , 一 条 染色 体 上 有 很 多 基因 ,一 些 
性 状 的 遗传 行为 之 所 以 不 符合 Mendel 的 独立 分 配 定律 ,是 因为 代表 这 些 特定 性 状 的 基 
因 位 于 同一 条 染色 体 上 ,彼此 连锁 而 不 易 分 离 。 这 样 , Morgan 首次 将 代表 某 一 特定 性 状 
的 基因 , 同 某 一 特定 的 染色 体 联系 起 来 。 他 指出 ;种 质 必须 由 某 种 独立 的 要 素 组 成 ,这 


些 要 素 叫 作 遗 传 因子 ,或 者 更 简单 地 叫 作 基因 ”。 从 此 基因 不 再 是 抽象 的 符号 ,而 是 在 染 
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色 体 上 占有 一 定 空间 的 实体 。 因 此 ,基因 被 赋予 了 一 定 的 物质 内 涵 。 

2. 基因 的 遗传 学 阶段 

尽管 Morgan 的 出 色 工作 使 遗传 的 染色 体 理论 得 到 善 遍 认同 ,但 是 人 们 对 于 基因 的 
理解 仍 缺 乏 准 确 的 物质 内 容 。 早 期 研究 似乎 表明 遗传 物质 是 蛋白 质 ,直到 1944 年 ， 
Avery 等 人 通过 肺炎 双 球 菌 转化 实验 证 明 ,控制 某 些 遗 传 性 状 的 物质 不 是 蛋白 质 ,而 是 
DNA, 即 基因 的 化 学 本 质 是 DNA。 

1953 年 , Watson 和 Crick 提出 了 DNA 分 子 的 双 螺旋 结构 模型 ,推测 DNA 分 子 中 的 
碱 基 序 列 贮存 了 遗传 信息 以 及 DNA 可 能 的 复制 机 制 。1961 年 ,法 国 科 学 家 . Jacob 和 
J. Monod 等 人 相继 发 表 了 他 们 对 调控 基因 表达 的 研究 ,证实 了 mRNA 携带 着 从 DNA 到 
蛋白 质 合成 所 需要 的 信息 ;后 来 ,Crick 提出 “中 心 法 则 ”, 认 为 DNA 通过 转录 和 翻译 控制 
蛋白 质 的 合成 ,从 而 将 DNA 双 螺 旋 与 DNA 功能 联系 起 来 。 

在 基因 研究 的 分 子 生 物 学 阶段 ,对 基因 的 理解 是 :基因 是 编码 功能 性 蛋白 质 多 肽 链 
或 RNA 所 必需 的 全 部 碱 基 序列 ,负载 特定 的 遗传 信息 并 在 一 定 条 件 下 调节 、 表 达 遗 传 信 
息 ,指导 和 蛋白质 合 成 。 一 个 基因 包括 编码 终 产物 为 多 肽 .蛋白 质 或 RNA 的 序列 ,为 保证 
转录 所 必需 的 调控 序列 ,还 有 内 含 子 以 及 相应 编码 区 上 游 5 - 端 和 下 游 3 -端的 非 编码 
序列 。 

3. 基因 的 反 向 遗传 学 阶段 

长 期 以 来 ,生物 学 家 都 是 根据 生物 的 表 型 去 研究 其 基因 型 。 随 着 我 们 对 基因 本 质 的 
认识 越 来 越 深刻 ,这 种 间接 的 研究 方法 已 经 不 能 满足 科学 发 展 的 要 求 了 。 因 此 ,客观 上 
有 必要 将 有 关 的 基因 分 离 出 来 ,以 便 能 够 直接 研究 基因 的 结构 、 功 能 和 调节 等 一 系列 
问题 。 

目前 可 以 采用 多 种 方法 分 离 特 定 的 基因 ,例如 核酸 杂交 、 核 酸 限制 性 酶 切 以 及 聚合 
酶 链 式 反应 等 等 。 随 着 分 子 生 物 学 的 发 展 ,我 们 不 仅 能 够 分 离 天 然 的 基因 ,而且 还 能 应 
用 化 学 的 方法 合成 有 关 的 基因 。 人 工 合成 的 基因 可 以 是 生物 体内 已 经 存在 的 ,也 可 以 是 
按照 人 们 的 愿望 和 特殊 需要 设计 的 。 因 此 , 它 为 人 类 操作 遗传 信息 ,对 遗传 疾病 进行 基 
因 治 疗 和 创造 新 的 优良 物种 ,提供 了 强 有 力 的 手段 。 


二 基因 概念 的 扩展 


分 子 生 物 学 的 不 断 发 展 , 特 别 是 DNA 分 子 克 隆 技 术 `.DNA 序列 的 快速 测定 ,以 及 核 
酸 杂 交 技 术 等 现代 实验 手段 的 不 断 涌 现 ,为 进一步 深入 研究 基因 结构 和 功能 提供 了 条 
件 , 出 现 了 "移动 基因 交 断 裂 基因 ” 假 基 因 ” 重 耕 基 因 ? 等 有 关 基 因 的 新 概念 ,丰富 了 对 
基因 本 质 的 认识 。 

(一 ) 移动 基因 

移动 基因 (movable gene) 又 称 转 位 因子 (transposable element) 。 由 于 它 可 以 从 染色 
体 基因 组 上 的 一 个 位 置 转移 到 另 一 个 位 置 ,甚至 在 不 同 染 色 体 之 间 牙 迁 , 因 此 也 称 跳 跃 
基因 (jumping gene) 。 

转 位 (transposition) 和 易 位 (translocation) 是 两 个 不 同 的 概念 。 易 位 是 指 染 色 体 发 生 
断裂 后 产生 的 片段 ,通过 与 另 一 条 染色 体 的 断 端 ,连接 转移 到 另 一 条 染色 体 上 。 此 时 , 染 
色 体 片段 上 的 基因 也 随 着 染色 体 的 重 接 而 移动 到 新 的 位 置 ; 转 位 则 是 在 转 位 酶 
(transposase) 的 作用 下 , 转 位 因子 或 是 直接 从 原来 位 置 上 切 离 下 来 ,然后 插入 染色 体 新 
的 位 置 ,或 是 被 复制 一 份 , 再 插入 到 染色 体 上 新 的 位 置 。 这 样 ,在 原来 位 置 上 仍然 保留 转 
位 因子 ,而 其 拷贝 则 插 到 新 的 位 置 ,也 就 是 使 转 位 因子 在 基因 组 中 的 拷贝 数 又 增加 一 份 。 

转 位 因子 本 身 既 包含 了 基因 ,如 编码 转 位 酶 的 基因 ,同时 又 包含 了 不 编码 蛋白 质 的 
DNA 序列。 关于 移动 基因 的 详细 介绍 见 第 六 章 DNA 重组 。 


61 


62 


(二 ) 断裂 基因 

曾经 人 们 一 直 认 为 ,基因 的 遗传 密码 是 连续 排列 在 一 起 的 ,形成 一 条 没有 间隔 的 完 
整 的 基因 实体 。 但 是 通过 对 真 核 生 物 许多 编码 蛋白 质 的 基因 的 研究 发 现 ,在 编码 序列 中 
间 插 有 与 编码 氨基 酸 无 关 的 DNA 间隔 区 ,这 些 间 隔 区 称 为 内 含 子 (intron) ,而 编码 区 则 
称 为 外 显 子 (exon) 。 含 有 内 含 子 的 基因 称 为 不 连续 基因 或 断裂 基因 (split gene) 。 

断裂 基因 最 早 是 在 腺 病毒 (adenovirus) 基 因 组 中 发 现 的 。Sharp 及 其 同事 在 R - 环 
(CR-loop) 实 验 中 发 现 , 腺 病毒 的 六 棱 体 蛋白 基因 (hezoz) 在 与 其 相对 应 的 成 熟 转录 产物 
mRNA 进行 杂交 时 ,会 出 现 DNA 突 环 ( 图 3 -1)。 也 就 是 说 ,mRNA 分 子 与 其 DNA 模板 
链 相 比 ,丢失 了 一 些 基因 片段 。 后 来 证 实 , 这 些 片 段 在 mRNA 前 体 后 加 工 过 程 中 被 剪 切 
山 去 予 


hexon 


A B 在 


(5) 
侠 3-1 腺 病毒 kexon 基因 编码 的 mRNA 与 DNA 杂交 实验 的 电 微 照片 及 解释 


断裂 基因 不 仅 在 腺 病毒 中 存在 ,事实 上 , 绝 大 多 数 真 核 生 物 的 基因 是 以 断裂 基因 的 
形式 存在 的 。 少 数 真 核 生 物 基因 除外 ,如 组 蛋白 .wx- 干 扰 素 和 -干扰 素 的 基因 等 没有 内 
含 子 。Chambon 及 其 同事 最 早 证 明 鸡 的 卵 清 蛋白 基因 是 断裂 基因 。 此 外 ,一 些 原 核 生物 
及 其 病毒 (如 大 肠 杆 菌 T4 鸣 菌 体 ) 基 因 中 也 含有 内 含 子 。 只 是 在 不 同 生物 中 ,这 些 内 含 
子 序列 的 长 度 和 数目 不 同 。 一 般 来 讲 , 低 等 的 真 核 生物 , 其 内 含 子 少 ,序列 短 ;而 高 等 真 
核 生 物 , 其 内 含 子 则 相对 较 多 ,序列 较 长 。 有 关内 含 子 的 起 源 和 它 存 在 的 生物 学 意义 ,到 
目前 为 止 已 有 很 大 进展 , 详 见 第 八 章 转录 后 加 工 。 

断裂 基因 在 表达 时 首先 转录 成 初级 转录 物 (primary transcript), 即 前 体 RNA; 然 后 
经 过 后 加 工 ,除去 内 含 子 序列 ,成 为 成 熟 的 RNA 分 子 , 这 种 切除 内 含 子 .连接 外 显 子 的 过 
程 , 称 为 RNA 剪接 (RNA splicing) 或 拼接 (图 3-2)。 关 于 RNA 拼接 的 详细 机 制 见 第 八 
章 转录 后 加 工 。 

现在 已 经 知道 ,并 非 所 有 的 内 含 子 都 “ 含 而 不 显 ”。 有 些 内 含 子 编码 miRNA, 还 有 些 
内 含 子 可 以 编码 和 蛋白质。 由 内 含 子 编码 的 蛋白 质 的 功能 与 内 含 子 序列 的 删除 或 传播 扩 
散 相关 。1980 年 ,Church 等 人 在 酵母 线粒体 中 发 现 ,其 细胞 色素 氧化 酶 基因 的 内 含 子 编 
码 该 基因 mRNA 前 体 进行 剪接 的 反 式 作用 因子 。1985 年 ,Mixchel 等 人 又 发 现 酵 母线 
粒 体 第 开 类 内 含 子 编码 的 蛋白 质 ,与 送 转录 病毒 编码 的 道 转录 酶 具有 很 大 的 序列 相似 
性 ,暗示 该 蛋白 在 内 含 子 传播 方面 可 能 具有 重要 意义 。 同 年 ,Jacquier 等 人 发 现 ,酵母 
21S rRNA 基因 的 内 含 子 1 编码 的 蛋白 质 具 有 转 位 酶 活性 。 这 个 由 235 个 氨基 酸 残 基 组 
成 的 转 位 酶 ,可 以 将 内 含 子 1 转移 到 缺乏 它 的 相同 基因 (omega ) 中 去 ,而 对 于 已 经 含有 
它 的 相同 基因 (omega” ) 则 不 能 再 发 生 转 移 。1986 年 ,他 们 在 大 肠 杆 菌 中 表达 了 该 转 位 
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外 显 子 1 
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初级 转录 产物 


SS 


成 熟 转录 产物 
外 显 子 1 ”外 显 子 2 ”外 显 子 3 
团 3-2 RNA 剪接 示意 图 


酶 ,发 现 该 酶 具有 双 链 DNA 内 切 酶 活性 ,其 识别 位 点 至 少 含有 GGATAACA 这 样 的 八 
聚 核 苷 酸 序列 。 它 在 催化 转移 过 程 中 ,不 需要 其 他 的 酶 或 和 蛋白质 因 子 。 

真 核 生物 的 外 显 子 也 并 非 都 “" 显 ”, 即 编码 氨基 酸 。 除 了 RNA 基 因 和 ITRNA 基因 的 
外 显 子 是 理所当然 地 不 显 以 外 ,几乎 所 有 蛋白 质 基 因 的 首尾 两 个 外 显 子 都 只 有 部 分 核 苷 
酸 序列 编码 氨基 酸 , 还 有 完全 不 编码 氨基 酸 的 外 显 子 ,例如 人 类 尿 激 酶 基因 第 一 个 外 显 
子 的 88 个 核 苷 酸 序列 。 

(三 ) 假 基 因 

有 些 基 因 在 碱 基 序列 上 与 相应 的 正常 功能 基因 基本 相同 ,但 却 没 有 功能 ,这 些 失 活 
的 基因 称 为 假 基因 (pseudogene), 通 常用 由 表示 。1977 年 ,Jacq C: 等 人 在 爪 桨 的 5S 
rRNA 基因 家 族 中 首先 发 现 了 假 基因 。 以 后 ,又 有 人 在 珠 和 蛋白 基 因 家 族 、 免 疫 球 蛋 白 基 
因 家 族 以 及 组 织 相 容 性 抗原 基因 家 族 中 也 都 发 现 了 假 基因 。 

许多 假 基因 与 具有 功能 的 “亲本 基因 ”(parental gene) 连 锁 , 而 且 在 编码 区 及 侧 履 序 
列 具 有 很 高 的 同 源 性 。 这 类 基因 被 认为 是 由 含有 "亲本 基因 ?的 若干 复制 片段 串联 重复 
而 成 的 , 称 为 重复 的 假 基 因 。 珠 蛋白 基因 家 族 中 的 假 基因 就 属于 这 一 类 型 。 

珠 蛋 白 基因 编码 血红 蛋白 的 珠 蛋 白 链 , 人 类 珠 蛋 白 基因 由 分 别 位 于 不 同 染色 体 上 的 
两 个 相关 的 基因 家 族 (ac 和 了 组 成 。 其 中 ,B 篮 分 布 在 11 号 染色 体 50 kb DNA 的 范围 内 ， 
包含 5 个 有 功能 的 基因 (se.38.B 各 1 个 ,72 个 ) 和 一 个 假 基因 1。2 个 Y 基 因 只 有 1 个 氮 
基 酸 的 差别 ,ye 的 第 136 位 为 Gly, 而 在 六 为 Ala。a 徐 则 分 布 在 16 号 染色 体 上 ,含有 3 
个 功能 基因 3 个 假 基 因 和 1 个 功能 未 知 的 6 基因 ,排列 顺序 为 人 JE、a2 .al、a2、al、6 
(图 3- 3)。 序 列 分 析 表 明 ,al 基因 同 三 个 有 功能 的 w- 珠 蛋白 基因 DNA 序列 相似 (al 
基因 同 有 功能 的 a2 基因 的 序列 相似 性 为 73%%) ,只 是 假 基 因 中 含有 很 多 突变 。 例 如 :起 
始 密码 子 ATG 变 成 GTG;5 -端的 两 个 内 含 子 也 有 突变 ,可 能 导致 RNA 剪接 的 破坏 ;在 
编码 区 内 也 存在 许多 点 突变 和 缺失 。Jal 假 基 因 可 能 是 由 w- 珠 蛋白 基因 复制 产生 的 : 开 
始 复制 生成 的 基因 是 有 功能 的 ,后 来 在 进化 中 产生 了 一 个 失 活 突 变 。 由 于 该 基因 是 复制 
产生 的 ,所 以 尽管 失去 了 功能 ,但 不 至 于 影响 到 生物 体 的 存活 。 随 后 ,在 假 基 因 中 又 积累 
了 更 多 的 突变 ,从 而 形成 了 现今 的 假 基 因 序 列 。 

除了 重复 的 假 基 因 外 ,在 真 核 生 物 的 染色 体 基 因 组 中 还 存在 着 一 类 加 工 的 假 基因 
《processed pseudogene) 。 这 类 假 基 因 不 与 “亲本 基因 ?连锁 ,结构 与 转录 物 而 非 * 亲 本 基 
因 ” 相 似 , 如 没有 内 含 子 和 完整 的 启动 子 序 列 , 但 在 基因 的 3 - 端 都 有 一 段 连续 的 多 聚 A 


[Quizl 了 了 假 基 因 带 假 以 
外 ,分 子 生 物 学 中 还 有 哪些 
其 他 带 假 的 结构 或 者 分 子 ? 
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组 中 一 个 假 基因 
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祖先 基因 


1 | 基因 复制 


昌 


演 加 -证 上 本 站 
应 


此 4 Ya Wu 可 W， E 和 A; 有 6 有 
16 号 染色 体 上 的 x- 珠 蛋白 家 族 11 号 染色 体 上 的 太 - 珠 蛋 白 家 族 
舍 3-3、 人 类 珠 蛋白 基因 家 族 w 徐 和 四 簇 的 结构 


序列 ,类似 mRNA 3' -端的 多 聚 A 尾巴 。 这 些 特 征 表明 ,这 类 假 基因 很 可 能 是 来 自 加 工 
后 的 mRNA 经 逆转 录 产 生 的 DNA 拷贝 , 故 称 为 加 工 的 假 基因 。 
已 在 人 类 基因 组 中 发 现 了 14 424 个 假 基 因 , 比 真 基因 的 数目 要 少 。 长 期 以 来 , 绝 大 
多 数 假 基因 因为 缺乏 有 功能 的 启动 子 序列 而 一 直 被 认为 无 转录 活性 。 然 而 , 越 来 越 多 的 
证 据 表 明 ,许多 假 基因 实际 上 能 转录 成 稳定 的 RNA, 这 些 非 编码 RNA 可 能 具有 调节 它 
们 的 亲本 基因 和 非 亲 本 基因 表达 的 功能 。 例 如 ,已 有 人 在 小 鼠 卵 细胞 和 水 称 的 很 多 组 织 
中 发 现 , 源 自 某 些 假 基因 的 小 干扰 RNA(small interfering RNA，siRNA) 可 以 通过 序列 
互补 ,下 调 亲 本 基因 的 表达 。 此 外 ,还 有 许多 由 假 基因 产生 的 非 编码 RNA 参 与 RNA 介 
导 的 DNA 甲 基 化 以 及 异 染 色 质 化 。 最 近 , 还 有 人 发 现 ,一 种 源 自 抑 癌 基因 (tumor 
suppressor gene)PTFEN 的 假 基因 PTENPI1 的 转录 物 可 充当 干扰 PTEN=- mRNA 翻译 
的 miRNA 的 竞争 性 诱饵 ,而 稳定 其 亲本 基因 的 表达 ! 这 就 说 明了 假 基因 在 体内 的 作用 
是 比较 复杂 的 ,很 可 能 是 多 层次 的 。 
Box 3 - 1， 假 基因 , 真 表达 , 真 功能 


假 基因 曾 长 期 以 来 一 直 被 认为 具有 与 功能 基因 相似 的 序列 ,但 突变 导致 其 丙 失 了 
原 有 的 功能 ,所 以 它们 是 没有 功能 的 基因 。 在 人 类 基因 组 DNA 上 ,已 发 现 了 14 424 
多 个 假 基 因 ，, 其 数目 几乎 与 真 基 因 旗 鼓 相当 。 这 些 假 基因 真 的 一 志 功 能 都 没有 吗 ? 落 
果真 如 此 ,那么 机 体 还 保留 它们 岂 不 白白 浪费 能 量 ? 为 什么 自然 选择 没有 将 它们 抛弃 
呢 ? 难道 保留 它们 具有 某 种 潜在 的 好 处 ? 

已 有 越 来 越 多 的 证 据 和 越 来 越 多 的 例子 表明 ,许多 假 基 因 在 体内 不 仅 能 够 转录 ， 
而 且 转 录 出 来 的 非 编码 RNA 在 细胞 内 还 能 行使 多 种 重要 的 功能 。 它 们 在 表达 的 时 
候 , 使 用 的 模板 链 可 能 与 同 源 的 真 基因 的 模板 链 一 致 ,这 样 转 录 出 来 的 是 正义 下 NA， 
也 可 能 使 用 与 同 源 真 基因 的 编码 链 一 致 的 那 一 条 链 作为 模板 ,这 样 转 录 出 来 的 就 是 反 
义 RNACantirsense RNA，asRNA)。 两 种 情况 产生 的 非 编 码 RNA 主要 是 以 反 义 
RNA、 内 源 的 siRNA、 竞争 的 内 源 RNA(Ccompeting endogenous RNA，ceRNA) 和 核糖 
体 结 合 位 点 竞争 者 的 身份 起 作用 ,最 终 调 节 同 源 真 基因 的 功能 。 此 外 ,还 有 一 些 假 基 
因 可 最 终 被 翻译 出 有 活性 或 无 活性 的 假 蛋 白 起 作用 。 

磷酸 酶 及 张力 蛋白 同 源 物 (phosphatase and tensin homolog，PTEN) 是 一 种 肿瘤 
抑制 蛋白 , 它 有 一 个 假 基 因 PIENpgl。 根 据 Poliseno L. 等 人 2010 年 发 表 在 Nataure 
上 一 篇 题 为 “A coding-independent function of gene and pseudogene mRNAS regulates 
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tumor biology” 的 论文 ,细胞 内 PTENpgl 的 过 量 表 达 , 可 以 增加 PTEN 的 水 平 , 从 而 导 
致 细胞 的 奸 长 受到 抑制 。 究 其 原因 ,原来 是 PITENPpgl 转录 产生 的 非 编 码 RNA, 充 当 
了 一 种 诱饵 或 海绵 ,将 本 来 干扰 PTEN-mRNA 翻译 的 miRNA 几乎 完全 吸引 过 来 , 阻 
止 其 作用 PTEN-mRNA。 到 了 2013 年 ,Kevin V Morris 等 人 在 Nafare SirxwEtzral 区 
Molecrular Biology 上 ,发 表 了 题 为 “A pseudogene long=noncoding-RNA networK 
regulates PTEN transcription and translation in human cells” 的 论文 ,根据 这 篇 论文 的 
研究 结果 ,原来 PITENPpgl 还 可 以 用 另 一 条 链 作为 模板 ,转录 产生 一 种 asRNA, 去 作用 
DNA 甲 基 转移 酶 DNMT3aPTENpgl 和 一 种 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 转 移 酶 Ezh2, 引 导 它 
们 定位 到 PTEN 的 启动 子 上 ,从 而 诱发 PTEN 在 转录 水 平 的 基因 沉默 。 由 此 可 见 ， 
PTENpgl 可 以 同时 在 转录 和 翻译 水 平 上 影响 到 其 同 源 的 真 基 因 的 表达 。 

八 聚 核 苷 酸 结合 转录 因子 4(octamer-binding transcription factor 4,Octd) 有 是 一 种 
与 细胞 多 能 性 (pluripotency) 有关 的 转录 因子 ,所 识别 结合 的 二 致 序列 为 
ATTTGCAT。 编 码 Oct4 的 基因 被 敲 除 , 可 促进 细胞 的 分 化 ,这 就 说 明 它 的 存在 有 助 
于 细胞 维持 没有 分 化 的 状态 ,因此 对 于 机 体 还 没有 分 化 的 干细胞 的 自我 更 新 十 分 重 
要 。 正 因为 如 此 ,Oct4 在 体内 的 表达 受到 严格 的 调控 ! OcHd 也 已 成 为 细胞 还 没有 分 
化 的 标记 物 ， 同 时 作为 一 种 必 不 可 少 的 诱导 物 , 用 来 诱导 已 分 化 的 体 细胞 重新 编程 而 
转变 成 诱导 的 多 能 干细胞 (indueced bluripotent stem cells，iPSC) 。 例如 ,2012 年 诺 贝 
泵 生理 学 或 医学 奖 得 主 之 一 日 本 的 科学 家 Shinya Yamanaka, 使 用 了 包括 Oct 在 内 的 
四 种 蛋白 质 因子 ,将 小 鼠 的 成 纤维 细胞 成 功 诱导 成 iPSCG。 

已 发 现 Oct4 在 多 种 肿瘤 组 织 中 呈 异 常 表达 ,其 中 的 原因 就 可 能 与 它 的 很 基因 有 
关 。 根 据 2013 年 4 月 24 日 在 Cazcizogeizesi55 泪 线 发 表 的 一 篇 由 我 国 第 四 军医 大 学 杨 
安 钢 等 人 提交 的 题 为 “Pseudogene OCT4 - pg4 functions as a natural micro RNA 
sponge to regulate OCT4 expression by competing for miR =- 145 im _ hepatocellular 
carcinoma” 的 研究 论文 , Oct4 的 假 基 因 OCT4 - za54 在 肝 细 胞 肿瘤 (hapatocellular 
carcinoma，HCC) 中 异常 表达 ,而 它 的 表达 水 平 与 Oct4 的 表达 水 平 呈正 相关 ,这 两 个 
真 假 基因 的 转录 物 同时 是 一 种 肿瘤 抑制 性 微 RNA 即 miR =- 145 的 作用 对 象 。 由 
OCT4- 754 转录 出 来 的 非 编 码 RNA 可 作为 天 然 的 miR - 145 的 “海绵 ”或 者 “请 人 乌 ”， 
将 其 吸引 过 来 ,竞争 性 抑制 它 去 干扰 Oct4 的 mRNA 的 翻译 ,从 而 上 调 Octt 在 HCC 
中 的 水 平 , 有 助 于 HCC 的 生长 和 转化 。 


(四 ) 重叠 基 因 

传统 的 基因 概念 把 基因 看 作 是 彼此 独立 的 , 非 重 释 的 实体 。 但 是 , 随 着 DNA 测序 技 
术 的 发 展 , 在 一 些 吻 菌 体 和 动物 病毒 中 发 现 ,不 同 基 因 的 核 苷 酸 序列 有 时 是 可 以 共用 的 。 
也 就 是 说 ,它们 的 核 苷 酸 序列 可 以 是 彼此 重 礁 的 。 这 种 具有 独立 性 但 使 用 部 分 共同 序列 
的 基因 称 为 重 秋 基因 (overlapping gene) 或 舱 套 基因 (nested gene) 。 

以 大 肠 杆菌 @X174 喉 菌 体 为 例 ,其 单 链 DNA 基因 组 共有 5 387 个 核 苷 酸 。 如 果 使 
用 单一 的 可 读 框 结构 , 它 最 多 只 能 编码 1 795 个 氨基 酸 。 按 每 个 氨基 酸 的 平均 相对 分 子 
质量 为 110 计算 ,该 吻 菌 体 所 编码 的 全 部 蛋白 质 总 相对 分 子 质 量 最 多 为 197 kDa。 但 实 
际 测定 发 现 , 理 X174 噬菌体 共 编 码 11 种 蛋白 质 , 总 相对 分 子 质 量 高 达 262 kDa。1977 
年 ,Sanger 等 人 测定 了 此 喉 菌 体 的 全 基因 组 序列 ,发现 它 的 一 部 分 DNA 能 够 编码 两 种 不 
同 的 蛋白 质 , 从 而 解释 了 上 述 矛 盾 。 

根据 Sanger 等 人 的 研究 ,@X174 叭 菌 体 DNA 中 存在 两 种 不 同 的 重 秋 基 因 : 第 一 种 
是 一 个 基因 的 核 苷 酸 序列 完全 包含 在 另 一 个 基因 的 核 苷 酸 序 列 中 。 例 如 ,B 基因 位 于 A 个 3-4 叭 菌 体 XI74 


基因 之 中 ,下 基因 位 于 D 基因 中 ,只 是 它们 的 可 读 框 结构 不 同 , 因 此 编码 不 同 的 蛋白 质 的 基因 组 ( 重 
(图 3-4)。 第 二 种 类 型 是 两 个 基因 的 核 苷 酸 序列 的 末端 密码 子 相 互 重 于 。 例 如 ,A 基因 丢 基 因 ) 
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终止 密码 子 TGA, 与 C 基 因 的 起 始 密码 子 ATG 相互 重要 了 2 个 核 苷 酸 ;D 基因 的 终止 
密码 子 TAA 与 基因 的 起 始 密码 子 ATG 重 大 了 一 个 核 苷 酸 。 后 来 ,有 人 在 G4 病毒 的 
单 链 环 状 DNA 基因 组 中 ,还 发 现 三 个 基因 共有 一 段 重 礁 的 DNA 序列 。 

不 仅 在 某 些 细菌 或 其 噬菌体 的 生物 基因 组 中 存在 重 每 序列 ,在 一 些 真 核 生物 中 也 存 
在 重 友 序 列 ,不 过 与 原核 生物 的 重奏 序列 有 所 差别 。 在 某 些 真 核 生 物体 内 ,有 一 种 特殊 
的 重 释 基因 ,一 个 基因 的 编码 序列 完全 寓居 于 另 一 个 基因 的 内 禽 子 序列 中 。 例 如 , 果 蝇 
的 GART 基因 (该 基因 编码 的 酶 参与 味 叭 核 苷 酸 的 补救 合成 ) 的 内 含 子 中 寅 居 着 一 个 与 
之 无 关 的 编码 晴 角 质 膜 蛋白 (cuticle protein) 的 基因 ,但 是 它 的 转录 方向 与 CART 基因 
相反 。 

重 友基 因 的 发 现 修正 了 关于 各 个 基因 的 序列 彼此 分 立 、 互 不 重 码 的 传统 观念 。 但 
是 , 它 缺 乏 普遍 意义 ,特别 是 在 真 核 生 物 中 并 非 广泛 存在 。 


三 基因 的 种 类 和 结构 


(一 ) 基因 的 种 类 

基因 按 其 功能 主要 分 为 结构 基因 ,调控 基因 和 RNA 基因 。 

1. 结构 基因 

结构 基因 (structural gene) 是 能 决定 某 些 多 肽 链 或 蛋白 质 分 子 结构 的 基因 。 结 构 基 
因 的 突变 可 导致 特定 多 肽 或 蛋白 质 一 级 结构 的 改变 。 

2. 调控 基因 

调控 基因 (regulatory gene) 是 调节 或 控制 结构 基因 表达 的 基因 。 调 控 基 因 的 突变 可 
以 影响 一 个 或 多 个 结构 基因 的 功能 ,导致 蛋白 质量 或 活性 的 改变 。 

3. RNA 基因 

RNA 基因 只 转录 不 翻译 , 即 以 RNA 为 表达 的 终 产物 。 例 如 ,rRNA 基因 和 tRNA 
基因 ,产物 分 别 为 TRNA 和 tRNA。 

(二 ) 基因 的 结构 

最 早 试图 揭示 基因 内 部 精细 结构 的 研究 工作 ,是 Benzer 在 20 世纪 50 年 代 晚 期 进行 
的 。1955 年 ,他 利用 T4 唆 菌 体 rI 区 的 不 同等 位 基因 绘制 基因 内 部 图 谱 (intragenic 
map) ,证 实 基因 的 最 小 突变 单位 和 重组 单位 都 是 DNA 的 一 个 碱 基 对 。1967 年 ， 
Yanofsky 等 人 通过 对 大 肠 杆 菌 色 氨 酸 合成 酶 基因 (tirzpA) 的 研究 ,首次 将 基因 的 精细 结 
构 遗 传 图 Cgenetic map) 同 物理 图 (physical map) 进行 比较 。 结 果 发 现 ,zrzaA 基因 的 突变 
位 点 与 突变 的 色 氨 酸 合成 酶 上 发 生 的 氨基 酸 取代 是 一 致 的 。 因 此 ,能 够 大 体 确 定 trpA 
基因 的 遗传 边界 。 随 着 基因 克隆 和 DNA 序列 分 析 技 术 的 发 展 ,70 年 代 中 期 ,人 们 可 以 
真正 从 单个 碱 基 水 平 上 痢 析 基因 的 分 子 结构 。 

细菌 和 古 菌 的 基因 一 般 以 多 顺 反 子 的 形式 存在 ,转录 产生 的 mRNA, 可 同时 编码 两 
种 甚至 数 种 基因 产物 (图 3 - 5)。 真 核 生 物 基 因 一 般 以 单 顺 反 子 的 形式 存在 ,编码 单 基因 
产物 (图 3- 6)。 无 论 是 细菌 和 古 菌 的 基因 ,还 是 真 核 生 物 的 基因 ,都 可 以 分 为 编码 区 和 
非 编 码 区 。 编 码 区 含有 可 以 被 细胞 质 中 翻译 机 器 即 核糖 体 阅读 的 遗传 密码 ,包括 起 始 密 
人 码 子 (AUG)7 和 终止 密码 子 (UAA、UAG 或 UGA)。 一 般 而 言 ,细菌 和 十 菌 的 基因 的 编码 
区 是 连续 的 , 真 核 生 物 基因 的 编码 区 被 作为 内 含 子 的 非 编码 区 分 隔 开 来 ,但 在 基因 的 两 
端 都 会 含有 5 - 端 非 翻 译 区 (5'- untranslated region, 5'- UTR) 和 3'- 端 非 翻 译 区 
(3- UTR) , 非 编 码 区 不 会 被 翻译 成 氨基 酸 序列 ,但 是 对 于 基因 遗传 信息 的 表达 却 是 必 
需 的 。 

基因 5 - 端 周围 的 启动 子 (promoter) 序 列 决 定 了 转录 的 起 点 ,与 RNA 聚合 酶 的 正确 
识别 和 结合 有 关 。 细 菌 基因 的 启动 子 区 一 般 由 两 段 一 致 序列 构成 ,位 于 转录 起 始点 上 游 
的 一 35 区 和 一 10 区 。 真 核 生 物 蛋 白质 基因 启动 子 区 的 一 致 序列 一 般 包 括 TATA 框 ,起 
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食 3-5 原核 生物 基因 的 典型 结构 


始 子 和 其 他 元 件 。 这 些 序 列 有 的 在 转录 起 始点 的 上 游 , 有 的 位 于 基因 的 内 部 。 古 菌 的 启 
动 子 结构 与 真 核 生物 相似 (参看 第 七 章 RNA 的 生物 合成 ) 。 

细菌 基因 中 含有 核糖 体 结合 位 点 Cribosome-binding site，RBS) ,转录 产生 富 含 味 叭 
的 序列 ,该 序列 被 称 为 SD 序列 * 可 以 与 核糖 体 小 亚 基 16S rRNA 3“- 端 富 含 旷 啶 的 序列 互 
补 配对 ,帮助 翻译 的 正确 起 始 (图 3 - 5) 。 真 核 生 物 基 因 不 含 SD 序列 ,40S 核糖 体 小 亚 基 
与 mRNA 5 一端 的 “帽子 ”结构 相互 作用 ,帮助 翻译 的 正确 起 始 。 . 

基因 3 - 端 被 称 为 终止 子 (terminator) 的 序列 具有 转录 终止 功能 。 细 菌 很 多 基因 的 
终止 子 序列 被 转录 以 后 可 以 形成 发 夹 结构 ,使 RNA 聚合 酶 减 慢 移动 或 暂停 RNA 的 合 
成 。 但 真 核 生 物 的 终止 子 信号 和 终止 过 程 与 细菌 并 不 相同 。 

在 高 等 真 核 生 物 中 ,mRNA 的 3 - 端 通常 有 一 段 高 度 保守 的 序列 AAUAAA, 与 3 一 
端的 多 聚 腺 苷 酸化 有 关 , 故 被 称 为 加 尾 信和 号 。 


DNA 增强 子 近 端 控制 元 件 加 尾 信 号 ”终止 区 
ss 外 显 子 “内 含 子 外 显 子 ” 内 含 子 外 显 子 


器 地 
怀 间 启动 子 
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可 二 


四 ,基因 的 大 小 和 数目 


(一 ) 基因 的 大 小 

细菌 和 古 菌 的 基因 大 小 与 编码 的 产物 相差 无 几 。 然 而 ,在 真 核 生 物 中 ,由 于 内 含 子 
序列 的 存在 ,基因 比 实际 编码 蛋白 质 的 序列 要 大 得 多 。 但 外 显 子 的 大 小 与 基因 的 大 小 没 
有 必然 的 联系 。 与 整个 基因 相 比 ,一 般 编 码 蛋 白质 的 外 显 子 要 小 得 多 ,大 多 数 外 显 子 编 
码 的 氨基 酸 数 小 于 100。 内 含 子 通常 比 外 显 子 大 得 多 ,因此 基因 的 大 小 主要 取决 于 它 所 
包含 的 内 含 子 的 长 度 , 一 些 基因 的 内 含 子 特别 长 。 例 如 ,哺乳 动物 的 二 氧 叶酸 还 原 酶 基 
因 含有 5 个 内 含 子 , 其 mRNA 的 长 度 为 2 kb, 但 基因 的 总 长 度 达 25 一 31 kb, 含 有 长 达 几 
十 kb 的 内 含 子 。 这 些 内 含 子 之 间 也 有 很 大 的 差别 ,大 小 从 几 百 到 几 万 个 bp 不 等 。 

基因 的 大 小 还 与 所 包含 的 内 含 子 的 数目 有 关 。 在 不 同 的 基因 中 ,内 含 子 的 数目 变化 
很 大 ,有 些 断 裂 基因 含有 1 个 或 几 个 内 含 子 ,如 珠 蛋 白 基 因 ; 有 些 基 因 含 有 较 多 的 内 合 
子 , 如 鸡 伴 清 蛋白 基因 含有 16 个 内 含 子 。 

断裂 基因 虽然 也 出 现在 低 等 的 真 核 生 物 中 ,但 不 是 普遍 现象 。 例 如 ,酿酒 酵母 大 多 
数 基因 是 非 断 裂 的 ,断裂 基因 所 含 外 显 子 的 数目 也 非常 少 ,一般 不 超过 4 个 ,长 度 都 很 
短 。 其 他 真菌 基因 的 外 显 子 也 较 少 ,不 超过 6 个 ,长 度 不 到 5 kb; 在 更 高 等 的 真 核 生物 ， 
如 昆虫 和 哺乳 动物 中 ,大 多 数 基 因 是 断裂 基因 。 昆 虫 的 外 显 子 一 般 不 超过 10 个 ,哺乳 动 
物 则 比较 多 ,有 些 基 因 甚 至 有 几 十 个 外 显 子 。 

由 于 基因 的 大 小 取决 于 内 会 子 的 长 度 和 数目 ,导致 酵母 和 高 等 真 核 生 物 的 基因 大 小 
差异 很 大 。 大 多 数 酵 母 基 因 小 于 2 kb, 很 少 有 超过 5 kb 的 。 而 高 等 真 核 生 物 的 大 多 数 基 
因 长 度 在 5 一 100 kb 之 间 。 表 3- 1 总 结 了 一 系列 生物 体 基 因 的 平均 大 小 。 
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表 3-1I 不 同 生物 基因 的 平均 大 小 


酵母 1 | 1.6 | 

真菌 3 - 陋 呈 2 站 汪汪 TI 5 

划 虫 4 4.0 站 让 

果 蝇 人 nssk 而 2 到 7 

鸡 9 13.9 2.4 
哺乳 动物 7 和 7 汪 玫 同人 2.2 


从 低 等 真 核 生 物 到 高 等 真 核 生物 ,其 mRNA 和 基因 的 平均 大 小 略 有 增加 ,外 显 子平 
均 数 目的 明显 增加 是 真 核 生 物 的 一 种 标志 。 在 昆虫 . 鸟 类 和 哺乳 动物 中 ,基因 的 平均 长 
度 几 乎 是 其 mRNA 长 度 的 5 倍 。 

(二 ) 基因 的 数目 

从 基因 组 的 大 小 可 以 粗略 地 算出 基因 的 数目 ,但 需要 考虑 一 些 基 因 可 以 通过 选择 性 
剪接 或 选择 性 加 尾 等 机 制 产 生 一 个 以 上 的 产物 。 

由 于 DNA 中 存在 非 编 码 序 列 ,使 计算 产生 误差 ,因此 需要 确定 基因 密度 。 为 准确 地 
确定 基因 数目 ,需要 知道 整个 基因 组 的 DNA 序列 。 以 酵母 为 例 ,目前 已 知 酵母 基因 组 的 
全 序列 ,其 基因 密度 较 高 ,平均 每 个 可 读 杠 (open reading frame，ORF) 为 1.4 kb, 基 因 间 
的 平均 间隔 为 600 bp, 即 大 约 70 史 的 序列 为 可 读 框 ,因此 可 推测 出 基因 的 总 数 。 


表 3-2 不 同 生物 的 基因 数目 


并: 晤 站 折 于 弧 的 局 革 直 计 。 记 20300 


果 蝇 下 1 一 ZSI ~ 
酵母 ，， 靖 庆 :7 到 帮 网 肪 中 于 
大 肠 杆 菌 2Xioo 4288 
尼 受 属 人 站 直下 着 不 疏 二 三 0 请 人 
T4 噬菌体 是 人 站、 攻 区 机 订 ， 和 有 四 200 


如 果 不 知 道 基因 组 的 基因 密度 ,就 难以 估计 基因 数目 。 通 过 基因 分 离 鉴 定 可 以 知道 
一 些 物种 的 基因 数目 ,但 这 只 是 一 个 最 小 值 , 真 正 的 基因 数目 往往 大 得 多 。 通 过 测序 鉴 
定 可 读 框 也 可 以 推测 基因 数目 ,但 有 的 可 读 框 可 能 不 是 基因 ,有 些 基 因 的 外 显 子 在 分 离 
时 可 能 会 断裂 ,这 都 导致 过 高 估计 基因 数目 ,因此 鉴定 可 读 框 可 以 得 到 基因 数目 的 最 
大 值 。 

另 一 种 测定 基因 数目 的 方法 是 计算 表达 基因 的 数目 。 例 如 , 肴 椎 动物 每 个 细胞 平均 
表达 1 万 一 2 万 个 基因 。 但 由 于 在 细胞 中 表达 的 基因 只 占 机体 所 有 基因 的 一 小 部 分 ,所 
以 这 个 方法 也 不 准确 。 一 般 真 核 生物 的 基因 是 独立 转录 的 ,每 个 基因 都 产生 一 个 单 顺 反 
子 的 mRNA。 但 秀丽 隐 杆 线虫 的 基因 组 是 个 例外 ,其 中 25 光 的 基因 能 产生 多 顺 反 子 的 
mRNA, 表 达 多 种 蛋白 质 ,这 种 情况 会 影响 对 基因 数目 的 测定 。 

通过 突变 分 析 可 以 确定 必需 基因 的 数量 。 如 果 在 染色 体 一 段 区 域 充 满 致死 突变 , 通 
过 确定 致死 位 点 的 数量 就 可 得 知 这 段 染色 体 上 必需 基因 的 数量 。 然 后 外 推 至 整个 基因 
组 ,可 以 计算 出 必需 基因 的 总 数 。 利 用 这 个 方法 ,计算 出 果 蝇 的 致死 基因 数 为 5 000。 但 
测定 的 致死 位 点 , 即 必 需 基 因 的 数目 必然 小 于 基因 总 数 。 目 前 还 无 法 知道 非 必 需 基 因 的 
数量 ,通常 基因 组 的 基因 总 数 可 能 与 必需 基因 的 数量 处 于 相同 的 数量 级 。 有 人 在 确定 本 
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母 的 必需 基因 上 比例 中 发 现 : 当 在 基因 组 中 随机 引入 插入 突变 时 ,只 有 12 久 是 致死 的 ,另外 
的 14%% 阻 碍 生长 ,大 多 数 插入 没有 作用 。 因 为 插入 序列 携带 了 转录 终止 信号 ,因此 应 该 
阻碍 所 插入 基因 的 表达 。 故 酵母 表达 基因 中 40 光 是 非 必需 基因 ,因为 许多 基因 是 多 拷贝 
的 ,存在 元 余 现象 。 

Box3-2 我 们 究竟 有 多 少 个 基因 ? 


2000 年 5 月 , 随 着 人 类 基因 组 测序 工作 接近 尾声 ,欧洲 生物 信息 学 研究 所 
(European Bioinformatics Institute， EBD) 的 资深 科学 家 下 wan Birney 组 织 了 一 次 抽奖 
活动 ;他 邀请 了 许多 研究 者 对 人 类 基因 组 可 能 的 基因 数目 打赌 预测 ,获胜 者 将 会 于 
2003 年 在 美国 冷泉 港 (Cold Spring Harbor) 举 行 的 一 次 学 术 会 议 上 宣布 。 为 了 公平 起 

. 见 ， 奖 金 会 发 给 在 2000 一 2002 年 期 间 每 年 度 参 与 打赌 的 三 个 最 接近 真实 数目 的 竞猜 
人 。 其 中 2000 年 的 奖金 是 1 美元 ,2001 年 的 奖金 5 美元 ,2002 年 的 奖金 是 20 美元 。 
Birney 当时 相 信 , 他 在 基因 组 序列 数据 库 (Ensembl) 的 注释 者 (annotator) 会 到 时 给 出 
最 终 答 案 。 然 而 , 随 着 2003- 年 会 期 的 临近 ,人 类 基因 数目 却 还 远 远 没有 定数 。 但 按照 
抽奖 的 规则 ;获胜 者 必须 到 时 公布 ,因此 EBI 先 做 了 估计 ,给 出 了 最 可 能 的 答案 为 
21 000 个 基 国 ! 

在 所 有 竞猜 人 给 出 的 数目 公布 以 后 ,发 现 所 有 给 出 的 数字 都 大 大 超过 了 21 000 
个 。 于 是 ,就 挑 出 每 年 给 出 的 最 低 数 字 , 而 不 管 这 个 数字 离 最 后 答案 有 多 远 。 共 中 ， 
2000 年 竞猜 的 最 低 数 目 是 27 462 个 ,最 接近 21 000。 当 这 位 竞猜 者 被 询问 为 什么 给 
这 么 低 的 数目 的 时 候 , 他 的 解释 是 他 有 一 天 在 一 个 酒吧 里 畅 钦 ,已 经 是 午夜 时 分 了 , 当 
时 在 他 看 来 ,酒吧 顾客 的 行为 并 不 比 一 只 果 晶 复杂 多 少 , 既 然 那 时 果 剖 的 基因 数目 被 
认为 是 13 500 个 ;* 那 人 的 基因 数目 就 加 倍 吧 , 再 加 上 他 的 出 生日 为 1962 年 4 月 27 日 ， 
于 是 他 最 后 给 出 的 数字 便 成 了 27 4624. 要 知道 当时 一 般 人 都 估计 至 沙 有 50 000 个 。 


这 些 年 来 ,人 类 基因 组 的 基因 总 数 一 直 引起 人 们 巨大 的 兴趣 ,因为 当 将 基因 的 数 
目 仅 仅 看 成 是 我 们 鉴定 出 来 的 基因 组 上 所 有 功能 单位 的 数目 的 时 候 , 这 个 数字 本 身 还 
是 很 有 意思 的 。 例 如 ,人 类 拥有 的 基因 数目 远 远 少 于 原来 的 估计 ! 这 个 事实 不 管 是 生 
胸 层 面 ,还 是 哲学 的 层面 ,都 吸引 着 很 多 人 思考 ;从 类 如 此 复杂 的 生物 怎么 可 能 只 有 这 
么 少 的 编码 蛋白 质 的 基因 ?了 我 们 比 那 么 简单 的 秀丽 隐 杆 线束 (Caerzorjiapbelaitis elega7zs) 
只 多 三 分 之 一 的 基因 ，, 比 大 肠 杆菌 只 多 五 倍 的 基因 ? 而 我 们 东方 人 每 天 离 不 开 的 水 稻 
却 要 比 人 类 多 一 倍 多 ! 如 果 只 考虑 DNA 的 含量 , 那 我 们 人 类 相对 于 一 些 看 起 来 不 起 
眼 的 生物 来 说 就 更 惨 了 1 低 等 的 地 钱 (liverwort) 的 DNA 人 含量 是 人 类 的 18 倍 , 火 蜥 蚁 


基因 、 基 因 组 和 基因 组 学 
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《salamander) 是 人 类 的 26 倍 ! 这 种 基因 数目 和 DNA 含量 与 生物 复杂 性 不 成 比例 的 
现象 可 简单 地 归 为 “N 值 矛盾 "和 “C 值 矛盾 "。 但 合理 的 解释 究竟 是 什么 ?对 此 ,有 一 
种 “补偿 机 制 " 听 起 来 有 点 道理 。 这 种 观点 认为 , 低 等 生物 的 基因 功能 非常 单一 ,基因 
协同 能 力 较 差 ,因此 在 适应 外 部 环境 时 ,需要 大 量 的 基因 来 补偿 ,基因 数 月 相对 要 多 一 
些 , 而 人 类 基因 却 是 “一 专 多 能 "。 换 句 话说 ,要 完成 一 个 生物 学 反应 ,水 稻 和 其 他 生物 
可 能 需要 很 多 基因 一 起 来 工作 ,而 人 通过 一 个 基因 就 能 完成 。 打 个 比方 ,人 类 的 基因 
就 好 像 一 把 多 功能 的 瑞士 军刀 , 它 可 以 让 你 用 一 个 基因 干 很 多 不 同 的 事 。 但 若 没有 瑞 
十 军刀， 那 你 只 能 在 口袋 里 的 带 一 大 堆 工具 ,就 像 水 稻 基 因 那 样 。 例 如 ,人 类 血红 蛋白 
的 主要 功能 是 运输 氧气 ,但 它 还 有 其 他 的 功能 ,如 可 作为 缓冲 剂 稳定 血液 中 的 PH, 还 
可 以 和 某 些 蛋白 质 结合 起 来 ,行使 其 他 的 生物 功能 。 再 如 ,人 体内 的 脂肪 酸 合 酶 一 条 
肽 链 具有 七 个 不 同 酶 的 活性 ,还 充当 酰基 载体 蛋白 。 二 

最 后 ,让 我 们 回 到 人 类 究竟 有 多 少 个 基因 的 实际 问题 。 根 据 英国 Sanger 研 究 所 
和 BI 推 行 的 生物 信息 学 研究 计划 Ensembl 提供 的 最 新 数据 ,人 类 基因 组 共有 20 296 
个 编码 蛋白 质 的 基因 以 及 25 173 个 编码 各 种 非 编码 RNA 的 基因 ,还 有 14 424 个 假 基 
因 。 虽 然 数目 将 来 还 会 有 所 变化 ,但 一 般 科 学 界 似乎 越 来 越 稳定 在 20 2XX 个 左右 纺 
码 蛋白 质 的 基因 ,但 非 编码 RNA 基因 的 数目 还 很 难说 。 


(三 ) N 值 矛 质 - 

一 种 生物 所 含有 的 基因 数目 可 称 为 N 值 CN value)。 焉 同 物种 的 N 值 差异 很 大 ,从 
几 百 个 到 几 万 个 。 随 着 生物 的 进化 ,生物 体 的 结构 和 功能 越 复杂 ,其 N 值 就 越 大 。 例 如 ， 
真 核 生 物 的 基因 数目 要 比 原核 生物 多 。 然 而 ,生物 体 的 复杂 性 和 N 值 之 间 并 不 总 是 正 相 
关 的 ,这 种 现象 称 为 'IN 值 矛 盾 CN value paradox)。 例 如 , 某 些 原 生动 物 含有 的 基因 数目 
远 远 超过 人 类 ,如 草 履 虫 有 40 000 个 基因 , 毛 滴 虫 (Trichomzoras) 有 60 000 个 基因 。 事 实 
上 , 毛 滴 虫 保 持 着 生物 圈 内 基因 数目 最 多 的 世界 纪录 ! 对 此 真是 令 人 费解 ,因为 它 作为 
人 体 的 寄生 虫 , 其 基因 组 比 那 些 自由 生活 的 近亲 要 小 ,其 很 多 功能 依赖 于 宿主 。 

毛 滴 虫 以 外 的 其 他 寄生 性 真 核 生物 基因 的 数目 为 4000 一 11 000。 例 如 在 非洲 导致 
型 睡 病 的 病原 体 一 一 锥 体 虫 (Tryzazosoma prxceiz) 共 有 11 000 个 基因 。 还 有 ,导致 闪 疾 
的 病原 体 即 首 原 虫 CPlaszmzodizzz) 共 有 5 500 个 基因 。 这 些 基 因 有 一 半 带 内 含 子 , 约 三 分 
之 一 功能 不 详 。 


五 .基因 簇 与 重复 基因 


(一 ) 基因 家 族 和 基因 往 

基因 家 族 (gene family) 是 真 核 生 物 基 因 组 中 来 源 相同 、 缚 枯 相 似 、 功能 相关 的 一 组 
基因 。 尽 管 基因 家 族 各 成 员 序 列 上 具有 相关 性 ,但 序列 相似 的 程度 以 及 组 织 方式 不 尽 相 
同 。 其 中 大 部 分 有 功能 的 家 族 成 员 之 间 相 似 程度 很 高 ,有 些 家 族 成 员 间 的 差异 很 大 , 范 
围 不 够 明确 ,甚至 有 缺乏 功能 的 假 基因 。 基 因 家 族 的 成 员 在 染色 体 上 的 分 布 形式 也 可 能 
有 所 不 同 ,有 些 基 因 家 族 的 成 员 在 特殊 的 染色 体 区 域 上 成 得 存在 ,而 另 一 些 基因 家 族 的 
成 员 散 布 在 整个 染色 体 上 ,甚至 可 存在 于 不 同 的 染色 体 上 。 

根据 家 族 成 员 的 分 布 形式 ,可 以 把 基因 家 族 分 为 成 簇 存 在 的 基因 家 族 (clustered 
gene family) ,以 及 散布 的 基因 家 族 (interspersed gene family) 。 

1. 成 徐 存 在 的 基因 家 族 

这 一 类 基因 家 族 也 称 为 基因 簇 (gene cluster)。 其 各 成 员 以 串联 的 方式 紧密 成 得 地 
排列 ,定位 于 染色 体 的 特殊 区 域 。 它 们 是 同一 个 祖先 基因 扩 增 的 产物 。 也 有 一 些 基 因 家 
族 的 成 员 在 染色 体 上 的 排列 并 不 十 分 紧密 ,中 间 可 能 包含 一 些 无 关 序 列 。 但 大 多 数 分 布 
在 染色 体 上 相对 集中 的 区 域 。 基 因 往 中 也 可 能 包括 没有 生物 功能 的 假 基因 。 通 常 基因 
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复 内 各 序列 间 的 同 源 性 大 于 基因 复 间 的 序列 同 源 性 。 

2. 散布 的 基因 家 族 

这 一 类 基因 家 族 的 各 成 员 在 基因 组 DNA 上 无 明显 的 物理 联系 ,甚至 分 散在 多 条 染 
色 体 上 。 各 成 员 在 序列 上 有 明显 差别 ,其 中 也 含有 假 基因 。 但 这 种 假 基 因 与 基因 簇 中 的 
假 基因 不 同 , 它 们 一 般 来 源 于 RNA 介 导 的 转 座 作用 。 

按照 基因 家 族 成 员 之 间 序 列 相似 的 程度 ,可 把 这 类 基因 家 族 分 为 以 下 几 个 亚 类 : 

(1) 经 典 的 基因 家 族 ,家 族 中 各 基因 的 全 序列 或 至 少 编码 序 列 具 有 高 度 的 一 致 性 ， 
如 rRNA 基因 家 族 和 组 蛋白 基因 家 族 。 在 进化 过 程 中 ,这 些 家 族 成 员 有 自动 均一 化 的 趋 
势 。 它 们 的 特点 是 :各 成 员 间 有 高 度 的 序列 一 致 性 ,甚至 完全 相同 ;拷贝 数 高 , 常 有 几 十 
个 甚至 几 百 个 拷贝 ; 非 转录 的 间隔 区 短 而 且 一 致 。 

《2) 基因 家 族 各 成 员 的 编码 产物 上 具有 大 段 的 高 度 保守 性 氨基 酸 序列 ,这 对 基因 发 
挥 功能 是 必 不 可 少 的 。 基 因 家 族 的 各 基因 中 有 部 分 十 分 保守 的 序列 ,但 总 的 序列 相似 性 
却 很 低 。 

《3) 家 族 各 成 员 的 编码 产物 之 间 只 有 一 些 很 短 的 保守 性 氨基 酸 序列 。 从 DNA 水 平 
上 看 ,这 些 基因 家 族 成 员 之 间 的 序列 一 致 性 更 低 。 但 其 基因 编码 产物 具有 相同 的 功能 ， 
因为 在 蛋白 质 中 存在 发 挥 生物 功能 所 必需 的 保守 区 域 。 

(4) 超 基因 家 族 (gene superfamily) ,家 族 中 各 基因 序列 间 没 有 一 致 性 ,但 其 基因 产 
物 的 功能 相似 。 蛋 白质 产物 中 虽 没 有 明显 保守 的 氨基 酸 序 列 ,但 从 整体 上 看 却 有 相同 的 
结构 特征 ,如 贷 疫 球 蛋 白 超 家 族 。 

(二 ) 重复 序列 

除了 基因 家 族 外 ,染色 体 上 还 有 大 量 无 转录 活性 的 重复 DNA 序列 家 族 , 主要 是 基因 
以 外 的 DNA 序列 。 重 复 序 列 有 两 种 组 织 形式 :一 种 是 串联 重复 DNA, 成 篮 存 在 于 染色 
体 的 特定 区 域 ; 另 一 种 是 散布 的 重复 DNA, 重 复 单 位 并 不 成 篮 存 在 ,而 是 分 散 于 染色 体 
的 各 个 位 点 上 ,一 般 来 源 于 RNA 介 导 的 闭 转 座 作 用 (参看 第 六 章 DNA 重组 )。 散 布 的 
重复 序列 家 族 的 许多 成 员 是 不 稳定 的 可 转移 的 元 件 , 可 转移 到 基因 组 的 不 同位 置 。 

1， 串联 重复 DNA 

许多 高 度 重复 DNA 序列 在 碱 基 组 成 上 同 主体 DNA 有 区 别 ,而 导致 它们 的 浮力 密 
度 不 同 ,在 进行 浮力 密度 梯度 离心 时 ,可 形成 不 同 于 DNA 主 带 的 卫星 带 , 因 此 被 称 为 卫 
星 DNACsatellite DNA)。 卫 星 DNA 由 短 的 串联 重复 DNA 序 列 组 成 。 这 些 序列 一 般 对 
应 于 染色 体 上 的 异 染色 质 区 域 。 有 些 高 度 重复 序列 的 碱 基 组 成 与 主体 DNA 相差 不 大 ， 
不 能 通过 浮力 密度 梯度 离心 法 分 离 , 但 可 以 通过 其 他 方法 鉴定 ,如 限制 性 酶 切 作 图 ,这 样 
的 DNA 序 列 称 为 隐蔽 卫星 DNA(Ccryptic satellite DNA) 。 

除了 卫星 DNA 以 外 ,还 有 比 它 的 重复 单位 更 小 的 小 卫星 DNACminisatellite DNA) 
和 微 卫 星 DNA(Cmicrosatellite DNA) ( 表 3 - 3) ,以 及 比 它 的 重复 单位 大 得 多 的 大 卫星 
DNA(Gmegasatellite DNA) ,它们 属于 中 度 重复 序列 。 其 中 ,小 卫星 和 微 卫 星 DNA 的 重复 
次 数 在 不 同 的 个 体 之 间 具 有 高 度 的 变异 性 ,因此 称 为 可 变 串联 重复 序列 (variable number 
tandem repeated sequence，VNTR) 。 

与 小 卫星 和 微 卫 星 DNA 相 比 ,构成 卫星 DNA 的 重复 序列 的 核心 序列 通常 最 长 , 它 
们 一 般 位 于 染色 体 上 的 异 染 色 质 区 域 。 其 中 ,人 卫星 DNA 包括 卫星 1 卫星 2 卫星 3、a 
和 有 B 型 。 

小 卫星 DNA 由 中 等 大 小 的 串联 重复 序列 组 成 ,其 重复 单位 的 核心 序列 为 15 一 
76 bp, 位 于 靠近 染色 体 未 端的 区 域 ,也 可 分 散在 核 基因 组 的 多 个 位 置 上 ,一 般 没有 转录 
活性 。 有 研究 表明 , 近 缘 物种 和 个 体 间 的 小 卫星 核心 序列 有 着 一 定 的 同 源 性 ,在 一 定 的 
条 件 下 可 以 相互 杂交 。 其 中 有 一 些 高 变 的 小 卫星 DNA, 重 复 单 位 之 间 的 序列 有 很 大 不 
同 , 但 都 有 一 个 基本 的 核心 序列 ,多 数 靠近 端 粒 。 由 于 不 同 个 体 的 串联 重复 序列 的 数目 
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和 位 置 不 同 ,在 利用 不 能 识别 核心 序列 的 限制 性 内 切 酶 将 各 个 体 总 基因 组 DNA 切 成 不 
同 长 度 的 片段 ,经 电泳 分 离 以 后 ,再 使 用 其 中 的 核心 特征 序列 作为 探 针 ,进行 Southern 杂 
交 , 形 成 的 杂交 谱 带 具 有 个 体 的 特异 性 ,因此 得 到 的 电泳 图 谱 被 称 为 DNA 指纹 图 谱 ( 图 
3-7)。 现 在 ,基于 小 卫星 核心 序列 的 DNA 指纹 分 析 早 已 广泛 应 用 于 亲子 鉴定 和 法 医学 
分 析 ; 另 一 类 小 卫星 DNA 是 端 粒 DNA, 主要 成 分 是 六 聚 核 苷 酸 的 串联 重复 单位 
TTAGGG, 它 在 真 核 生 物 染 色 体 未 端的 复制 中 起 重要 作用 。 


侠 3-7 基于 小 卫星 DNA 的 DNA 指纹 分 析 图 解 


微 卫 星 DNA 是 由 更 简单 的 重复 单位 组 成 ,又 称 简单 序列 重复 (simple sequence 
repeat，SSR) ,广泛 存在 于 真 核 生物 基因 组 ,重复 单位 的 核心 序列 为 2 一 6 bp, 大 多 数 重复 
单位 是 二 核 苷 酸 ,少数 为 三 核 苷 酸 和 四 核 昔 酸 。 由 于 微 五 星 DNA 长 度 不 大 ,可 以 以 其 两 
侧 的 特异 性 序列 设计 专 一 引物 ,通过 PCR 可 直接 扩 增 出 微 卫 星 片 段 。 扩 增产 物 经 变性 
聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 , 不 同 个体 间 因 核 心 序 列 的 重复 次 数 不 同 而 产生 DNA 多 态 性 。 
这 种 多 态 性 可 能 与 DNA 复制 过 程 出 现 的 错 配 滑 移 有 关 。 

大 卫星 DNA 的 重复 序列 单元 较 长 ,有 几 个 kb。 以 位 于 人 类 4 号 染色 体 短 臂 16. 1 区 
(4p16. 1) 的 RS447 大 卫星 DNA 为 例 , 其 重复 序列 长 度 为 4746 bp, 重 复 次 数 为 20 一 100， 
其 内 部 含有 一 个 由 1 590 bp 组 成 的 ORF ,编码 泛 素 特异 性 和 蛋白酶 17(Cubiquitin-specific 
protease 17，USP17) 。 对 于 不 同 种 类 的 哺乳 动物 来 说 :一 方面 所 含有 的 了 S447 的 拷贝 数 
变化 很 大 ,表现 为 高 度 的 多 态 性 ; 另 一 方面 ,重复 单元 序列 又 是 高 度 同 源 的 。 

表 3-3 人 类 基因 组 的 主要 串联 重复 序列 


卫星 DNA 100kb- 数 Mb 


卫星 2 和 3 S 整个 染色 体 ”- 
卫星 工 _ 25 一 48 大 多 数 康 色 体 着 丝 粒 和 其 他 蜡染 色 质 区 域 
a 171 所 有 染色 体 着 丝 粒 _ 
1,9,13,14,15,21,22 号 和 立 染 色 体 的 着 : 
B 68 避 册 
小 卫星 DNA ”0.1 一 20 kb 
端 粒 家 族 6 所 有 染色 体 端 粒 ， 
高 变 家 族 9~-24 所 有 染色 体 ,通常 靠近 端 粒 
微 卫 星 DNA 小 于 150 bp 1~4 所 有 染色 体 


2. 散布 的 重复 DNA 

散布 的 重复 DNA 散布 于 基因 组 内 ,根据 重复 序列 的 长 短 不 同 , 可 以 分 为 短 散布 元 件 
(short interspersed element，SINE) 和 长 散布 元 件 (long interspersed elerment，LINE) 。 
短 散 布 元 件 的 重复 序列 长 度 在 500 bp 以 下 ,在 人 基因 组 中 的 重复 拷贝 数 达 10 万 以 上 。 
长 散布 元 件 的 重复 序列 在 1 000 bb 以 上 ,在 人 类 基因 组 中 有 上 万 份 拷贝 。 几 乎 所 有 的 真 
核 生物 中 都 具有 SINE 和 LINE, 但 比例 有 所 不 同 , 如 果 蝇 和 乌 类 含 LINE 较 多 ,而 人 和 峙 
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中 则 含 SINE 较 多 。 

在 人 类 基因 组 中 有 一 种 中 等 重复 序列 ,重复 单位 长 约 280 bp, 属 于 比较 典型 的 
SINE, 在 单 倍 体 基 因 组 中 约 有 30 万 个 拷贝 ,在 其 170 bp 处 有 一 个 限制 性 酶 ALx 工 的 切 
点 ,因此 被 称 为 Alu 基因 家 族 (Alu family)。 人 类 基因 组 中 ,大 约 平均 每 隔 6 kb 左右 就 有 
一 个 Alu 序 列 , 一 般 出 现在 内 含 子 或 基因 附近 ,可 以 作为 人 类 DNA 片段 的 特征 标记 。 

Alu 家 族 的 每 个 成 员 彼 此 都 很 相似 ,右边 的 一 个 重复 序列 中 有 31 bp 的 插 人 序列 ,来 
自 7SL RNA( 信 和 号 识别 颗粒 的 成 分 )。7SL RNA 长 300 nt, 其 5 -端的 90 nt 和 Alu 序列 
左 端 同 源 ,3 -端的 40 个 碱 基 和 Alu 右 端 同 源 , 而 中 央 的 160 个 碱 基 和 Alu 序列 并 不 同 
源 。Alu 序 列 的 GC 含量 很 高 ,在 具有 逆转 录 活 性 的 Alu 序列 中 ,GC 含量 高 达 65%% ,两 
个 重复 序列 之 间 由 富 含 A 的 接头 连接 。Alu 家 族 的 成 员 和 转 座 子 相似 ,两 端 有 短 的 正 向 
重复 序列 存在 。 但 是 Alu 家 族 的 每 个 重复 片段 的 长 度 不 同 ,因为 Alu 序列 可 能 由 RNA 
聚合 酶 耻 转 录 而 来 ,因此 可 能 带 有 下 游 启 动 子 。 在 细胞 遗传 学 水 平 上 观察 , Alu 重复 序 
列 集中 在 染色 体 及 带 , 即 基因 组 转录 活 牙 的 区 段 。 在 几乎 所 有 已 知 的 编码 基因 的 内 含 子 
中 ,都 发 现 了 Alu 序列 。Ala 家 族 的 广泛 存在 暗示 它 可 能 具有 一 定 的 功能 。 部 分 Alu 序 
列 中 有 14 bp 与 乳头 瘤 病 毒 及 乙 型 肝炎 病毒 的 复制 起 始 区 有 同 源 性 ,因此 推测 它 可 能 和 
真 核 基 因 组 的 复制 起 始 区 相连 接 。 但 是 Alu 家 族 的 成 员 数 要 比 推测 的 复制 起 始 区 多 
10. 笠 。 
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基因 组 (genome) 一 词 最 早出 现 于 1920 年 ,由 德国 植物 学 家 Hans Winkler 将 gene 和 
chromosome 的 后 3 个 字母 ome 拼 凌 而 成 , 指 的 是 单 倍 体 细 胞 中 所 含 的 整套 染色 体 
DNA。 随 着 对 不 同 生物 的 基因 组 DNA 的 测序 ,大 们 发 现 ,对 基因 组 这 个 名 词 需要 做 出 
更 精确 的 定义 。 现 在 一 般 认 为 ,基因 组 是 指 一 种 生物 体 中 所 有 的 遗传 物质 , 主要 是 
DNA, 若 是 RNA 病毒 , 则 是 RNA, 包 括 所 有 的 基因 和 基因 间隔 区 域 。 

原核 生物 基因 组 就 是 原核 细胞 内 的 染色 体 DNA 分 子 。 真 核 生 物 有 细胞 核 ,还 有 2 
个 半 自 主 的 细胞 器 线粒体 或 叶绿体 ,这 两 种 细胞 器 也 有 DNA, 所 以 真 核 细 胞 除了 核 
基因 组 以 外 ,还 有 细胞 器 基因 组 。 真 核 生 物 的 核 基因 组 是 指 单 倍 体 细 胞 核 内 整套 染色 体 
所 含有 的 DNA 分 子 。 根 据 https://gold.jgi, doe. gov 在 2017 年 7 月 初 提供 的 最 新 数据 ，。 GE 入 刊 用 此 链 护 , 坦 一 坦 
全 基因 组 计划 已 经 完成 的 生物 有 11 526 种 ,永久 草图 已 经 拿 到 的 有 82 108 种 ,部 分 完成 ”其 新 的 己 获 得 基因 组 全 序列 
的 有 47 066 种 。 多 种 模式 生物 ,如 大 肠 杆菌 .酵母 .秀丽 隐 杆 线虫 . 果 蝇 、 小 鼠 和 拟 南 闪 。 的 生物 种 类 
CArapicdeopis taliana) 等 早已 完成 。 至 于 人 类 基因 组 的 测序 工作 早 在 2003 年 就 完 
成 了 。 


一 病毒 基因 组 


病毒 是 一 种 由 核酸 及 蛋白 质 构成 的 感染 性 颗粒 ,但 有 的 病毒 在 最 外 面 还 包 庄 一 层 插 
有 蛋白 质 的 脂 双 层 膜 (图 3 - 8) 。 病 毒 结构 简单 ,无 细胞 结构 ,因为 基因 组 缺乏 编码 蛋白 
质 生物 合成 以 及 构成 各 种 代谢 途经 所 必需 的 酶 ,所 以 自身 不 能 独立 复制 ,只 有 在 合适 的 
宿主 细胞 内 ,才能 完成 复制 。 然 而 ,一 种 病毒 一 旦 感染 它 的 宿主 细胞 ,往往 会 利用 自己 编 
码 的 蛋白 质 或 酶 对 宿主 细胞 内 的 某 些 过 程 进行 改造 ,以 便 让 自己 可 以 更 好 地 生存 和 繁 REZ 体 认为 造成 十 菌 中 
殖 。 病 毒 的 宿主 细胞 几乎 包括 了 地 球 上 所 有 的 细胞 类 生物 。 其 中 噬菌体 专 指 以 细 苦 为 。 缺乏 RNA 病毒 的 原因 是 
寄主 的 病毒 。 每 一 种 病毒 颗粒 只 有 一 种 类 型 的 核酸 作为 遗传 物质 , 即 要 么 是 DNA, 要 女人 和 
是 RNA。 因 此 ,根据 所 含 核酸 的 类 型 ,病毒 可 分 为 DNA 病毒 和 RNA 病毒 ,然而 至 今 还 
没有 在 古 菌 体 内 发 现 有 RNA 病毒 。 
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脂 双 层 膜 
“7 
衣 这 单 体 ea 悦 ” 及 重 白 
银 一 一 or 
衣 壳 一 EN  、Ae 一 精 蛋 白 
基因 组 ”核心 蛋白 
(核酸 ) 
二 
核 壳 体 


信 3 -8 带 有 外 被 的 病毒 的 结构 示意 图 


表 3-4 一 些 病毒 基因 组 的 特征 
。 流感 病毒 哺乳 动物 、 ssRNA 13 500 nt 12 
埃 博 拉 病 毒 人 类 SSRNA 19 000 nt 7 
艾滋 病毒 人 类 SSRNA 9 500.nt = 9 
烟草 花 叶 病毒 许多 植物 SSRNA 6400 nt 6 
Q8g 叭 菌 体 大 肠 杆 菌 ssSRNA 4 200 nt 4 
细小 病毒 -哺乳 动物 sSSDNA 5 000 nt 5 
潘多拉 病毒 ”变形 虫 dsDNA 1.9 一 2.5Mb 这 2 500 
T4 叹 菌 体 大 肠 杆菌 dsDNA 169 kB 二 190 
双 尾 病毒 古 菌 dsDNA 63 kb 一 72 
HRPV=-1 极端 嗜 盐 古 菌 sSDNAL: 7048 nt 于) 


(一 ) DNA 病毒 基因 组 
DNA 病毒 的 基因 组 就 是 其 含有 的 全 部 DNA。 不 同 病 毒 基因 组 大 小 差别 可 能 很 大 : 
环 状 病毒 (Circoviridae) 拥 有 最 小 的 单 链 DNA 基因 组 ,其 长 度 为 2 000 nt, 仅 编 码 2 个 蛋 


白质 ;潘多拉 病毒 (Pandoravirus) 的 基因 组 则 很 庞大 ,长 度 可 达 2 Mb; 编码 的 蛋白 质 超过 
2 500 种 ,这 已 经 超过 了 一 些 细菌 。 


Box 3-3 大 病毒 .大 惊喜 训 


病毒 给 予 我 们 的 印象 通常 是 体积 极 小 ,结构 也 非常 简单 ,由 一 种 核酸 (DNA 或 
RNA) 和 蛋白 质 外 沈 构 成 ,有 些 病毒 还 含有 脂 质 和 蛋白 质 组 成 的 外 膜 。 

然而 ,到 了 1992 年 ,La Scola B.:- 等 人 在 空调 系统 冷却 水 管道 里 的 变形 虫 体内 ,发 
现 一 种 不 同 寻常 的 大 型 病毒 ! 一 开始 ,他 们 以 为 它 属 于 一 种 细菌 ,因为 一 般 人 们 在 观 
察 变形 贝 细胞 内 部 的 时 候 , 有 时 候 会 看 到 一 些 大 小 或 形状 比较 奇怪 的 内 容 物 ,这 时 不 
会 想到 病毒 ,而 认为 可 能 是 某 种 被 吞噬 进来 的 细菌 。 但 他 们 用 革 兰 氏 染 色 法 进行 鉴定 
的 时 候 ,发 现 呈 紫色 ,这 似乎 表明 它 是 一 种 革 兰 氏 阳 性 细菌 。 而 在 体积 上 , 它 比 一 般 病 
毒 大 得 多 ,更 接近 某 些 细菌 的 大 小 。 例 如 , 关 获 灰质 炎 病 毒 直径 约 为 0. 02 pm 一 
0. 03 pm 而 这 种 病毒 直径 大 约 在 0.4pm~-0.5 jam, 要 比 着 区 灰质 炎 病 毒 大 几 十 倍 , 几 
手 不 能 通过 细菌 滤器 。 但 十 年 以 后 , 当 他 们 使 用 电镜 直接 进行 观察 研究 时 ,竟然 发 现 
它 并 不 是 细菌 ,而 是 一 种 病毒 。 进 一 步 的 研究 表明 ,这 种 病毒 也 只 含有 一 种 类 型 的 核 
酸 ,就 是 DNA, 不 能 独立 地 完成 生命 周期 。 由 于 这 些 特征 ,科学 家 在 2003 年 时 将 它 归 
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为 病毒 ,并 正式 命名 为 拟 菌 病毒 (Mimivirus) 。 拟 菌 病 毒 的 发 现 彻底 刷新 了 人 们 对 于 
病毒 的 认识 ,原因 在 于 ,这 种 病毒 很 大 ,超出 了 人 们 原本 认为 病毒 所 应 该 拥有 的 大 小 ， 
于 是 科学 家 们 兴奋 地 宣布 ,他 们 发 现 了 世界 上 最 大 的 病毒 。 

拟 菌 病毒 之 大 不 仅 表现 在 体积 上 ,还 表现 在 基因 组 的 大 小 上 。 生机 
1.18X105 bp, 相 比 之 下 , 养 划 灰质 类 病 毒 仅 含 有 约 7 500 bp。 科 学 家 对 其 全 基因 组 序 
列 分 析 后 发 现 , 这 种 病毒 的 基因 组 非常 紧 次， 垃圾 ”DNA 只 占 10%% ,大约 含 有 979 个 
编码 蛋白 质 的 基因 ,是 一 般 病 毒 的 几 十 倍 到 上 百倍 ,甚至 超过 了 一 些 细菌 (如 支原体 )， 
而 且 其 中 有 许多 基因 从 来 没有 在 已 知 的 病毒 中 发 现 过 。 更 让 科学 家 惊讶 的 是 ,这 种 病 
毒 竟然 自己 编码 了 涉及 基因 组 DNA 修复 的 基因 ， 如 参与 错 配 修复 的 MutS 蛋白 ,以 及 
参与 蛋白 质 生物 合成 的 部 分 基因 ， 如 四 种 氨 酰 - tRNA 合成 酶 的 基因 ,而 这 些 功能 一 直 
以 来 都 被 认为 仅 存在 于 以 细胞 为 单位 的 生命 体 之 中 。 不 过 ,由 于 拟 菌 病毒 不 编码 核糖 
体 蛋 白 , 因 此 仍然 需要 借助 宿主 细胞 的 翻译 系统 才能 完成 自己 蛋白 质 的 翻译 。 


食 3-9% 几 种 大 病毒 的 亚 显 微 结构 


到 了 -2008 年 ,又 有 人 在 变形 贝 体内 发 现 了 一 种 更 大 的 巨型 病毒 ,命名 为 大 型 拟 菌 
病毒 (Mamavirus) 。 其 实 ;发 现 者 起 这 个 名 字 是 为 了 和 拟 菌 病毒 英文 名 字 Mimivirus 
相 呼应 , 连 起 来 就 是 “妈妈 咪 味 ”病毒 。 这 种 病毒 的 大 小 和 基因 组 长 度 比拟 菌 病 毒 还 要 
大 ,大 约 1.19 勾 108 bp, 预测 含有 工 023 个 编码 蛋白 质 的 基因 ,其 中 也 有 涉及 基因 组 
DNA 修复 的 基因 和 参与 蛋白 质 生 物 合成 的 部 分 基因 ,而 且 还 有 自己 独立 的 转录 机 器 ， 
位 于 核心 颗粒 内 。 在 研究 这 种 病毒 的 时 候 , 还 有 一 项 令 人 惊奇 的 发 现 , 就 是 发 现 了 一 
种 噬 病 毒 体 (virophage) 跟 它 结 合 在 一 起 。 这 种 噬 病 毒 体 含有 环 状 的 DNA, 约 有 
18000 bp, 仅 有 21 个 基因 ,以 病毒 为 宿主 。 后 来 ,在 拟 菌 病毒 体内 ,也 发 现 了 噬 病 毒 
体 。 再 到 2011 年 ,一 种 更 大 的 病毒 在 智利 海岸 被 Arslan D. 等 人 分 离 出 来 ,这 种 病毒 
被 命名 为 巨型 病毒 (Megavirus) ,其 体积 比拟 菌 病 毒 还 大 6.5 听 ,基因 组 大 小 为 1. 26 义 
10s bp, 基 因数 量 也 多 了 10 听 , 约 有 1120 个 蛋白 质 的 基因 ,包括 7 个 氨 酰 -tRNA 合成 
酶 的 基因 ,还 有 参与 错 配 修复 的 MutS 蛋白 的 基因 ， 以 及 多 个 糖 代 谢 、 脂 代谢 和 和 氢 基 酸 
代谢 的 基因 。 于 是 ,科学 家 们 又 一 次 兴奋 地 宣布 ,发 现 了 世界 上 最 大 的 病毒 。 


基因 组 和 基因 组 学 
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然而 ,这 个 记录 仅仅 保持 了 两 年 就 被 再 次 打破 了 。2013 年 7 月 ,发 现 巨 型 病毒 的 
研究 小 组 又 宣布 ,他 们 分 别 在 智利 一 个 河 已 的 表层 沉积 物 层 中 和 澳大利亚 墨尔本 附近 
的 一 个 浅 层 淡水 池塘 采集 到 的 变形 由 体内， 发现 了 两 种 更 大 的 闹 毒 ,并 把 它们 命名 为 
潘多拉 病毒 (Pandoravirus) 。 

潘多拉 滴 毒 的 发 现 ,再 一 次 刷新 了 人 们 对 于 病毒 的 认识 * 其 直径 差不多 达到 1 Ji 
已 经 超过 了 一 些 细菌 ,如 直径 为 0.5 jin~-1.0 pm 的 金黄 色 葡萄 球菌 ,它们 在 普通 光学 
显微镜 下 很 容易 观测 到 。 其 中 有 一 种 基因 组 长 度 达到 247 万 bp, 要 知道 大 肠 杆 菌 基因 
组 长 度 大 约 为 400 多 万 bp, 编码 了 2 500 多 个 基因 ， 大 约 为 人 类 基因 组 编码 数量 的 十 
分 之 一 。 

经 过 初步 分 析 , 潘 多 拉 病 毒 基 因 组 中 有 约 93 史 的 基因 功能 未 知 :它们 在 目前 已 知 
的 生命 体 中 找 不 到 相似 的 基因 ,不 能 追溯 到 自然 界 已 知 任 何 前 生物 演化 支 系 中 只 换 句 
话说 ,它们 和 我 们 相 比 简直 就 像 是 外 星 生 命 一 样 。 此 外 ,虽然 潘多拉 病毒 也 编码 了 一 
些 蛋白 质 翻 译 系统 中 的 组 分 ,但 仍然 自己 不 能 完成 蛋 和 白质 合成 。 同 时 ,在 潘多拉 病毒 
的 基因 组 中 发 现 了 大 量 的 内 含 子 ,这 进一步 增加 了 其 基因 组 的 复杂 性 。 由 于 对 这 种 病 
毒 知之 甚 少 ,还 很 难 对 它 的 超 源 和 进化 进行 研究 ,也 正 是 由 于 有 赤 多 的 未 知 ,对 于 这 种 
病毒 的 研究 就 像 打 开 了 潘多拉 魔 盒 ,里 面 会 有 更 多 的 惊喜 等 待 着 科学 家 们 去 发 现 。 

巨型 病毒 的 不 断 发现 ( 图 3- 9) ,打破 了 人 们 对 于 病毒 的 经 典 认识 ,促使 科学 家 们 

二 新 思考 病毒 的 定义 以 及 生命 和 非 生命 界限 的 划分 。 淮 也 不 知道 未 来 还 会 不 会 有 更 
大 的 病毒 被 发 现 。 

关于 巨型 病毒 的 来 源 还 没有 定论 。 有 科学 家 认为 它们 可 能 来 源 于 某 些 单 细 胞 生 
物体 ,在 进化 过 程 中 丢失 了 一 些 基 因 ，, 便 成 了 靠 寄 生生 活 的 病毒 。 由 于 大 病毒 的 特殊 
性 ,也 有 科学 家 建议 将 它们 单独 世 为 二 域 ,并 加 入 以 往 分 为 细菌 ,十 菌 和 真 核 生物 的 三 
域 系统 。 然 而 ,目前 ,这 些 巨型 的 寄生 微生物 仍 被 归 入 病毒 范畴 ,是 因为 在 一 定 程度 
上 ,它们 仍然 符合 经 典 滴 毒 的 特征 ,比如 只 含有 一 种 核酸 ;不 能 各 主 进行 能 量 代谢 ,无 
法 自我 分 裂 增殖 ,只 在 宿主 细胞 中 显示 出 生命 特性 。 也 正 是 因为 “不 守 规 短 ”; 大 病毒 
的 发 现 进一步 拉 近 了 SEO 也 为 生命 起 源 和 进化 的 研究 提供 了 重 
要 的 信息 。 

令 人 欣 怀 的 是 ， 现在 发 现 的 巨型 病毒 对 人 类 并 没有 什么 威 腑 " 仅 有 极 少数 据 道 说 
拟 菌 病毒 可 能 会 引起 人 类 肺炎 。 


在 结构 上 ,DNA 病毒 主要 是 双 链 线性 ,也 有 单 链 线性 、 双 链 环 状 和 单 链 环 状 ( 表 
3- 4)。 有 些 病 毒 的 DNA 碱 基 并 不 是 标准 的 AT.G 和 C。 例 如 ;在 大 肠 杆菌 的 T4 噬 菌 
体 DNA 分 子 中 ,由 5 - 羟 甲 基 胞 喀 喧 代替 C, 在 SPO1 喉 菌 体 DNA 分 子 中 没有 工 ,而 是 
5- 羟 甲 基 尿 喀 啶 。 再 如 ,枯草 杆菌 的 PBS2 噬菌体 完全 没有 T, 取 而 代 之 的 是 U。 

(二 ) RNA 病毒 基因 组 

RNA 病毒 基因 组 就 是 其 含有 的 全 部 RNA: 由 于 RNA 病毒 基因 组 在 复制 时 无 校对 
机 制 ( 见 第 十 章 RNA 基因 组 的 复制 ), 因 此 很 容易 产生 突变 。 高 突变 率 限 制 了 它们 的 
基因 组 大 小 ,因为 基因 组 越 大 ,复制 时 出 错 的 机 会 就 越 大 ,以 至 于 RNA 病毒 无 法 维持 准 
种 在 碱 基 序 列 上 的 完整 性 ( 太 多 病毒 具有 致死 型 突变 ) 。 因 此 , 绝 大 多 数 RNA 病毒 基因 
组 大 小 在 5 一 15 kb, 少 数 二 30 kb。 基 因 组 RNA 有 单 链 和 双 链 之 别 , 而 单 链 RNA 又 有 正 
链 和 负 链 之 分 。 以 mRNA 为 标准 , 正 链 RNA 与 mRNA 同 义 , 负 链 RNA 与 mRNA 
互补 。 

(三 ) 类 病毒 和 拟 病毒 基因 组 

20 世纪 70 年 代 初 期 ,美国 植物 病理 学 家 Theodor Otto Diene 在 研究 马铃薯 纺锤 块 
茎 病 病 原 体 时 ,观察 到 该 病原 体 无 病毒 颗粒 和 抗原 性 ,同时 具有 对 苯酚 等 有 机 溶剂 不 敏 


第 三 章 


感 、. 耐 热 (70 尼 一 75 CC)、 对 高 速 离心 稳定 和 对 RNA 酶 敏感 等 特点 。 所 有 这 些 特 点 表明 
病原 体 并 不 是 病毒 ,而 是 一 种 洲 离 的 小 RNA, 于 是 类 病毒 (viroid) 这 个 概念 被 提 了 出 来 。 
进一步 研究 表明 ,类 病毒 是 一 类 能 感染 某 些 植物 的 致 病 性 单 链 共 价 闭环 RNA 分 子 。 类 
病毒 基因 组 小 ,通常 只 有 246 一 399 nt, 无 编码 蛋白 质 的 能 力 。 目 前 已 测序 的 类 病毒 种 类 
有 100 多 个 ,其 RNA 分 子 呈 棒状 结构 ,由 一 些 碱 基 配 对 的 双 链 区 和 不 配对 的 单 链 环 状 区 
相间 排列 而 成 。 它 们 一 个 共同 特点 就 是 在 二 级 结构 分 子 中 央 处 有 一 段 保 守 区 。 例 如 , 马 
铃 昔 纺 锤 块 共 类 病毒 (potato spindle tuber viroid，pstvd) (vd 是 用 来 与 病毒 加 以 区 别 ) 有 
359 nt, 它 的 复制 一 般 由 宿主 细胞 的 RNA 聚合 酶 下 催化 ,在 细胞 核 中 进行 RNA 到 RNA 
的 滚 环 复制 (rolling-circle replication) 。 这 种 复制 方式 得 到 的 多 个 拷贝 新 基因 组 RNA 是 
串联 排列 在 一 起 的 ,需要 通过 位 点 特异 性 切割 才能 分 别 释放 出 来 。 已 发 现 ,催化 特异 性 
切割 反应 的 并 不 是 蛋白 质 ,而 是 类 病毒 自身 的 基因 组 RNA。 

拟 病毒 也 叫 卫 星 病毒 或 类 病毒 (virusoid) ,为 小 的 RNA 或 DNA, 可 编码 一 两 种 蛋白 
质 ,由 于 基因 组 缺损 ,它们 的 感染 和 复制 需要 其 他 一 些 形态 较 大 的 专 一 性 辅助 病毒 的 帮 
助 。 充 当 辅 助 病毒 的 通常 是 植物 病毒 ,少数 为 动物 病毒 。 例 如 ,人 类 丁 型 肝炎 病毒 
Chepatitis D virus，HDV)7 就 是 一 种 拟 病毒 ,其 基因 组 RNA 也 具有 了 酶 的 活性 , 它 的 辅助 病 
毒 是 乙 型 肝炎 病毒 。 

二 、 原 核 生物 基因 组 

原核 生物 属于 最 简单 的 单 细 胞 生物 ,无 真正 的 细胞 核 , 包 括 细菌 和 古 菌 。 和 真 核 生 
物 一 样 , 它 们 的 遗传 信息 也 是 DNA。 在 原核 生物 中 有 两 类 DNA 分 子 : 一 是 染色 体 


DNA, 携 带 了 细胞 生存 和 繁殖 所 必需 的 全 部 遗传 信息 ;二 是 质粒 (plasmid) ,是 独立 于 染 
色 体 以 外 的 DNA 分 子 , 许 多 原核 生物 含有 它 。 尽 管 质粒 与 细胞 的 生长 没有 必然 的 关系 ， 


”但 往往 能 为 宿主 细胞 带 来 某 种 好 处 ,如 对 抗生素 或 重金 属 产生 抗 性 。 


原核 生物 一 般 只 有 一 个 染色 体 DNA 分 子 , 大 小 在 600 kb 一 10 Mb 之 间 。 但 是 在 不 
同 生长 条 件 下 ,染色体 DNA 可 能 不 止 1 个 拷贝 。 例 如 , 当 大 肠 杆菌 在 适宜 的 培养 基 中 培 
养 时 ,其 染色 体 DNA 可 以 有 4 个 以 上 的 拷贝 。 此 外 ,少数 原核 生物 的 染色 体 DNA 本 来 
就 有 几 个 拷贝 。 例 如 ,霍乱 菌 含有 2 个 环 状 染色 体 DNA,1 个 有 2961146 bp, 另 1 个 有 
1072 314 bp。 再 如 , 耐 辐射 奇 球菌 (Deimzococcas radiocaxrazs ) 的 基因 组 由 2 个 环 状 的 染 
色 体 DNA(1 个 2.65 Mb,1 个 412kb) 和 2 个 质粒 (1 个 177 kb,1 个 46kb)。 

原核 生物 染色 体 DNA 一 般 为 环 状 ,但 有 例外 。 例 如 ,导致 菜 姆 病 (lyme disease) 的 
博 氏 朴 螺 旋 体 (Borrelia purgcdorfer) 具 有 线性 的 染色 体 DNA。 

(一 ) -细菌 基因 组 

与 真 核 生 物 不 同 ,细菌 并 不 具有 明显 的 染色 体形 态 特征 ,它们 的 遗传 物质 通常 形成 
致密 的 凝集 区 ,占据 细胞 大 约 三 分 之 一 的 体积 , 称 为 类 核 或 拟 核 。 在 大 肠 杆菌 的 类 核 中 ， 
DNA 占 80%% ,其 余 为 RNA 和 蛋白质。 用 RNA 酶 或 蛋白 酶 处 理 类 核 , 可 使 之 由 致密 变 
得 松散 ,表明 RNA 和 某 些 蛋白 质 起 到 了 稳定 类 核 的 作用 。 

所 有 已 知 的 细菌 染色 体 DNA 都 由 A.G.T 和 C 构 成 。 每 个 物种 具有 特定 的 平均 
G 二 C 含 量 , 变 化 范围 从 24 吧 (支原体 ) 到 76%%( 微 球菌 ) ,多 数 为 50%% 左 右 。 

许多 昆虫 和 其 他 一 些 无 脊椎 动物 (包括 某 些 线虫 和 软体 动物 ) 在 它们 的 细胞 内 含有 
共生 细菌 。 这 些 共生 菌 有 的 已 经 无 法 独立 生活 ,基因 组 大 小 已 显著 减少 ,甚至 比 宿主 细 
胞 的 线粒体 和 一 些 鸣 菌 体 的 基因 组 还 小 。 例 如 ,共生 在 某 些 昆虫 细胞 内 的 Tremzplaya 拥 
有 目前 发 现 的 最 小 的 基因 组 ,只 有 121 个 基因 。 这 种 情况 多 见于 长 期 生存 在 “舒适 安 揭 ” 
环境 中 的 细菌 ,一 些 功能 就 由 宿主 细胞 提供 ,久而久之 一 些 基因 也 就 示 失 了 。 

(二 ) 古 历 基因 组 

“ 古 菌 ?这 个 概念 是 1977 年 由 C，、Woese 和 George Fox 提出 的 ,原因 是 它们 在 


基因 、 基 因 组 和 基因 组 学 
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菌 具有 不 止 一 个 基因 组 DNA 
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什么 好 处 ? 


16S rRNA 的 系统 发 生 树 上 和 其 他 原核 生物 不 同 ( 图 3- 10)。 这 两 组 原核 生物 起 初 被 定 
为 古 细 菌 (Archnaebacterie) 和 真 细 菌 (Eupacteric) 两 个 界 或 亚 界 。Woese 认为 它们 是 两 支 
根本 不 同 的 生物 ,于 是 重新 命名 其 为 古 菌 (Archaea) 和 细菌 (Bacteria) ,这 两 支 和 真 核 生 
物 (Eukarya) 一 起 构成 了 生物 的 三 域 系统 。 
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生物 的 三 域 系 统 直到 1996 年 才 被 广泛 接受 ,因为 就 在 这 一 年 ,一 种 产 甲 烷 古 菌 一 一 
往 氏 甲烷 球菌 (Methazocaldococcaus jarzzzaschi) 的 全 基因 组 序列 被 测定 ,其 基因 组 数据 为 
三 域 系统 提供 了 强 有 力 的 证 据 。 

据 估计 , 古 菌 大 约 占 地 球 生 物质 (biomass) 的 20%。 迄 今 为 止 , 近 1 348 多 种 古 菌 的 
基因 组 序列 已 被 测定 。 由 于 来 自 哮 热 古 菌 的 蛋白 质 特别 稳定 ,因此 它们 更 适合 用 于 结构 
生物 学 的 研究 。 与 细菌 和 真 核 生物 不 同 的 是 , 古 菌 一 般 生长 在 极端 环境 ,如 热 泉 ,高 压 的 
海底 火山 口 和 盐湖 等 。 可 以 说 , 古 菌 代表 着 生命 的 极限 , 正 是 它们 确定 了 生物 圈 的 范围 。 
例如 ,一 种 叫 作 热 网 菌 C(Pyrociczzxzz) 的 古 菌 能 够 在 高 达 I13 蕊 的 温度 下 生长 。 这 是 迄今 
为 止 发 现 的 生物 最 高 生长 温度 。 近 年 来 ,人 们 利用 分 子 生 物 学 方法 发 现 , 古 菌 还 广泛 分 
布 于 各 种 相对 温和 的 自然 环境 中 ,如 土壤 ,海水 和 沼泽 地 中 。 

目前 ,可 在 实验 室 培养 的 古 菌 主要 包括 三 大 类 : 产 甲烷 古 菌 、 极端 嗜 热 古 菌 和 极端 哮 
盐 古 菌 。 产 甲烷 古 菌 生活 在 富 含 有 机 质 且 严格 无 氧 的 环境 中 ,如 沼泽 地 ,水 稻田 和 反 笃 
动物 的 反刍 骨 等 ,参与 地 球 上 的 碳 素 循环 ,负责 甲烷 的 生物 合成 ;极端 嗜 盐 古 菌 生活 于 盐 
湖 盐 田 及 盐 腌 制品 表面 ,能 够 在 盐 饱 和 环境 中 生长 ,而 当 盐 浓度 低 于 10 凶 时 则 不 能 生 
长 ;极端 嗜 热 古 菌 通常 分 布 于 含 硫 或 硫化 物 的 陆 相 或 水 相 地 质 热点 ,如 含 硫 的 热 泉 .泥潭 
和 海底 热 滋 口 等 , 绝 大 多 数 极端 嗜 热 菌 严格 厌 氧 , 在 获得 能 量 时 完成 硫 的 转化 。 

尽管 生活 习性 大 相 径 庭 , 古 菌 的 各 个 类 群 却 有 许多 共同 的 有 别 于 其 他 生物 的 细胞 学 
及 生化 特征 。 例 如 :构成 细菌 及 真 核 生物 细胞 膜 的 磷脂 由 不 分 枝 脂 肪 酸 与 L 型 磷酸 甘油 
以 酯 键 连接 而 成 ,而 构成 古 菌 细胞 膜 的 磷 隐 由 分 枝 碳 氢 链 与 D 型 磷酸 甘油 以 醚 键 相 连接 
而 成 ;细菌 鞭毛 运动 的 能 量 为 跨 膜 的 质子 梯度 , 而 古 菌 凌 毛 运动 的 能 量 则 是 ATP; 细菌 
细胞 壁 的 主要 成 分 是 肽 聚 糖 ,而 古 菌 细胞 壁 不 含 肽 聚 糖 。 

有 趣 的 是 ,与 细菌 相似 , 古 菌 染 色 体 DNA 呈 闭 合 环 状 , 大 多 数 基因 也 组 织 成 操纵 子 


肌 二 时 
结构 ,但 在 DNA 复制 .转录 和 翻译 等 分 子 生 物 学 方面 , 古 菌 却 具 有 明显 的 真 核 生 物 特征 。 
例如 ,含有 组 蛋白 ,并 与 基因 组 DNA 形成 核 小 体 , 以 甲 硫 氨 酰 RNA 作为 起 始 tRNA, 局 
动 子 、 转 录 因 子 .DNA 聚合 酶 .DNA 连接 酶 和 RNA 聚合 酶 等 均 与 真 核 生 物 相 似 。 

(三 ) 质粒 

一 般 来 说 ,质粒 是 细菌 和 古 菌 染 色 体 外 的 可 以 自主 复制 的 DNA 分 子 。 大 多 数 质粒 
是 共 价 闭合 环 状 双 链 DNA, 以 超 螺旋 形式 存在 。 在 一 些 链 霉菌 属 和 个 别 的 粘 球菌 属 中 ， 
发 现 有 线性 质粒 和 单 链 DNA 质粒 。 然 而 ,有 的 真 核 生物 的 线粒体 也 有 质粒 。 不 同 的 质 
粒 大 小 差别 可 能 很 大 ,从 几 百 bp 到 几 百 kb。 细 胞 中 质粒 DNA 分 子 具 有 稳定 的 拷贝 数 。 
正常 生理 条 件 下 ,其 拷贝 数 在 世代 之 间 保 持 不 变 。 


CsCl 密 度 蛋白 质 


一 DNA 
DNA 


(a) 
侠 3-11 毛 化 饮 密 度 梯 度 离心 法 制备 质粒 


通过 氯 化 饮 (CsCD 密度 梯 度 离 心 ( 图 3- 11) ,可 以 将 质粒 DNA 和 宿主 细胞 染色 体 
DNA 分 离开 来 。 例 如 , 当 含 有 省 化 乙 啶 (Ethium bromide，EB) 的 氯 化 钨 溶液 加 到 大 肠 杆 
菌 裂解 液 中 时 ,染色体 DNA 和 质粒 DNA 因为 结合 的 EB 分 子 数 不 同 而 具有 不 同 的 密 
度 ,在 密度 梯度 离心 时 形成 不 同 的 平衡 条 带 , 由 此 可 以 将 它们 分 离开 。 


三 、 真 核 生物 基因 组 


真 核 生 物 有 核 基因 组 和 细胞 器 基因 组 ,绿色 植物 的 细胞 器 基因 组 包括 线粒体 基因 组 
和 叶绿体 基因 组 ,其 他 真 核 生 物 的 细胞 器 基因 组 只 有 线粒体 基因 组 。 

(一 ) 核 基因 组 

真 核 生 物 基 因 组 DNA 主要 存在 于 细胞 核 内 ,其 中 的 大 部 分 DNA 序列 不 编码 蛋 
白质 。 

1. C 值 矛盾 与 基因 组 大 小 

一 个 单 倍 体 基 因 组 的 全 部 DNA 含量 总 是 恒定 的 ,这 是 物种 的 一 个 特征 ,通常 称 为 该 
物种 的 C 值 CC value) 。 不 同 物种 的 C 值 差异 很 大 ,从 小 于 10* bp 到 100 bp。 通 常 随 着 
生物 的 进化 ,生物 体 的 结构 和 功能 越 复杂 ,其 C 值 就 越 大 ( 表 3 - 5) 。 例 如 ,真菌 和 高 等 植 
物 辐 属 于 真 核 生物 ,而 后 者 的 C 值 就 大 得 多 。 

但 是 生物 体 的 复杂 性 和 DNA 含量 之 间 并 不 总 是 正 相 关 的 ,这 种 现象 称 为 C 值 矛 盾 
(CC value paradox) 。 一 些 物种 基因 组 大 小 的 变化 范围 很 窗 , 像 疏 行 动物 . 鸟 类 、 哺 乳 动物 
各 门 内 基因 组 大 小 的 范围 只 有 两 倍 的 变化 。 但 大 多 数 昆虫 .两栖 动物 和 植物 的 情况 却 不 
同 , 在 结构 、 功 能 很 相似 的 同类 生物 中 ,甚至 在 亲缘 关系 非常 接近 的 物种 之 间 ,C 值 可 以 
相差 数 十 倍 乃至 上 百倍 。 突 出 的 例子 是 两 栖 动 物 ,C 值 小 的 可 以 低 至 10" bp 以 下 ,大 的 
可 以 高 达 10 bp。 而 哺乳 类 动物 C 值 均 在 10” bp。 


基因 、 基 因 组 和 基因 组 学 
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C 值 矛 盾 表 现在 两 个 方面 :一 是 与 预期 编码 蛋白 质 的 基因 数量 相 比 ,基因 组 DNA 的 
含量 过 多 。 二 是 一 些 物种 之 间 的 复杂 性 变化 范围 并 不 大 ,但 是 C 值 却 有 很 大 的 变化 。 


表 3-S 不 同 代表 性 物种 的 基因 组 大 小 .染色 体 数目 和 编码 蛋 和 白质 基因 的 数目 


人 类 一 32X 了 05 3 了 23 000 


小 鼠 队 人 0 二 20 22 000 
果 蝇 1.37 又 108 区 沪 直 过 
拟 南 芥 1..57 汉 108 5 25 000 
水 稻 10 ,站 加 W 12 50000 
小 麦 1.6X16 21 -164000~-334.000( 玉 倍 体 ) 
秀丽 隐 杆 线 电 9.7Xlo 6 19 000 
酿酒 酵母 和 二 16 5 900 
大 肠 杆菌 本 6Xl0s 1 4 300 
嗜 血 流 感 杆菌 工 8 兴 105 1 1 700 
生殖 道 支原体 5.8X105 人 503 
闪烁 二 生 球菌 2.2X108 1 证 2500 


2. 重复 序列 与 非 重 复 序列 

根据 DNA 序列 复 性 动力 学 性 质 的 不 同 , 真 核 生 物 基 因 组 序列 包括 三 类 (图 3- 12) 
(1) 第 一 类 为 快 复 性 组 分 , 占 总 DNA 的 25%;(2) 第 二 类 为 中 度 复 性 成 分 , 占 总 DNA 的 
30%;(3) 第 三 类 为 慢 复 性 组 分 , 占 总 DNA 的 45%%。 


侠 3-12 真 核 基 因 组 DNA 的 复 性 动力 学 


快 复 性 组 分 和 中 度 复 性 组 分 分 别 是 高 度 重复 序 列 (highly repetitive sequences) 和 中 
度 重 复 序列 (moderately repetitive seduences) 。 高 度 重 复 序列 一 般 是 非 编 码 序 列 , 有 几 百 
到 几 百 万 个 拷贝 ,卫星 DNA 就 是 此 类 。 中 度 重复 序列 在 基因 组 中 一 般 有 十 个 到 几 百 个 
拷贝 ,有 的 具有 编码 功能 ,如 大 多 数 真 核 生物 的 rRNA 基因 和 某 些 tRNA 基因 ,以 及 很 多 
真 核 生 物 的 组 蛋白 基因 ( 海 朋 的 组 蛋白 的 基因 大 约 有 200 个 拷贝 ) ,有 的 没有 编码 的 功 
能 ,如 小 卫星 DNA 微 卫 星 DNA LINE 和 SINE( 图 3-13)。 

慢 复 性 组 分 即 非 重 复 序列 ,包括 单 拷贝 序列 (single copy or unique sequences) 和 间隔 
序列 (spacer sequences) (图 3- 13) ,是 原核 生物 基因 组 中 的 唯一 成 分 ,也 是 真 核 生 物 基因 
组 中 最 重要 的 成 分 ,因为 绝 大 多 数 蛋 白质 基因 属于 单 拷贝 序列 。 在 真 核 生 物 中 , 非 重复 
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真 核 基因 组 DNA 


售 3-13 真 核 生物 核 基因 组 DNA 的 序列 组 成 


序列 相对 于 重复 序列 的 比例 变化 比较 大 。 在 低 等 真 核 生 物 中 ,大 多 数 DNA 是 非 重复 序 
列 , 一 20 入 的 DNA 是 重复 序列 。 在 高 等 真 核 生物 如 动物 细胞 中 ,一 半 的 DNA 是 重复 序 
列 。 在 植物 和 两 栖 类 中 ,重复 序列 可 能 超过 80 名 。 非 重复 序列 在 基因 组 中 不 是 绝对 的 唯 
一 ,但 也 仅 有 很 少 的 拷贝 , 少 于 3 一 4 个 拷贝 。 

3._ 染色 质 与 染色 体 

染色 质 (chromatin) 是 指 真 核 生 物 细 胞 核 中 ,在 细胞 分 裂 期 间 能 被 碱 性 染料 着 色 的 物 
质 ,由 DNA.、 组 和 蛋白, 非 组 蛋白 和 少量 RNA 组 成 ,是 细胞 分 裂 间 期 遗传 物质 的 存在 形式 。 
染色 质 由 最 基本 的 单位 核 小 体 成 串 排 列 而 成 的 。 

染色 质 根据 形态 特征 和 染色 性 能 可 分 常 染 色 质 (Ceuchromatin) 和 蜡染 色 质 
Cheterochromatin) 。 在 细胞 核 的 大 部 分 区 域 ,染色 质 的 折 释 压缩 程度 较 小 ,进行 细胞 染 
色 时 着 色 较 浅 , 这 一 部 分 染色 质 称 为 常 染色 质 , 常 染 色 质 中 DNA 的 包装 比 (packing 
ratio) 约 为 1 000 一 2 000, 即 DNA 的 实际 长 度 是 染色 质 长 度 的 1000~2 000 倍 。 构 成 常 
染色 质 的 DNA 主要 是 单 拷贝 序列 和 中 度 重 复 序列 。 常 染色 质 中 并 非 所 有 基因 都 具有 转 
录 活 性 ,处 于 常 染 色 质 状态 只 是 基因 转录 的 必要 条 件 , 而 不 是 充分 条 件 。 异 染色 质 是 指 
间 期 核 中 ,染色 质 纤 维 折 友 压 缩 程 度 高 ,处 于 高 度 浓缩 状态 ,用 碱 性 染料 染色 时 着 色 深 的 
部 分 。 异 染色 质 又 分 为 结构 异 染色 质 或 组 成 型 蜡染 色 质 (constitutive heterochromatin) 
和 兼 性 异 染 色 质 (facultative heterochromatin) 。 结 构 异 染色 质 指 的 是 除 复 制 阶段 外 ,在 
整个 细胞 周期 均 处 于 浓缩 状态 ,DNA 包装 比 在 整个 细胞 周期 中 基本 没有 较 大 变化 的 异 
染色 质 ,主要 包括 卫星 DNA 序列 .着 丝 粒 区 . 端 粒 ,次 弱 痕 和 染色 体 臂 的 某 些 节 段 等 。 兼 
性 异 染 色 质 是 指 在 某 些 细胞 类 型 或 一 定 的 发 育 阶 段 ,原来 的 常 染 色 质 浓缩 ,并 丧失 基因 
转录 活性 , 变 为 异 染 色 质 。 兼 性 异 染 色 质 的 总 量 随 不 同 细胞 类 型 而 变化 ,一 般 胚 胎 细 胞 
含量 很 少 , 而 高 度 特 化 的 细胞 含量 较 多 ,说 明 随 着 细胞 分 化 , 较 多 的 基因 表达 因 所 处 位 置 
的 染色 质 浓 缩 而 关闭 。 染 色 质 的 紧密 折 释 压缩 可 能 是 关闭 基因 活性 的 一 种 途径 。 最 典 
型 的 例子 就 是 哺乳 动物 雌性 个 体 中 的 两 个 X 染 色 体 中 有 一 个 随机 失 活 ,失去 转录 活性 而 
导致 异 染 色 质 化 ,形成 巴 氏 小 体 (Barr body) 。 

染色 体 是 细胞 在 有 丝 分 裂 时 遗传 物质 存在 的 特定 形式 ,是 间 期 细胞 染色 质 结构 紧密 
包装 的 结果 。 染 色 体 和 染色 质 是 真 核 生 物 遗 传 物质 存在 的 两 种 不 同形 态 , 反 映 了 它们 处 
于 细胞 分 裂 周期 的 不 同 功 能 阶段 ,两 者 基本 不 存在 成 分 上 的 差异 。 

真 核 生物 染色 体 含 有 三 种 必需 的 DNA 序列 元 件 : 复 制 起 始 区 (origin of replication)、 
着 丝 粒 (centromere，CEN) 和 端 粒 (telomere，TEL)IDNA。 

(1) 复制 起 始 区 

复制 起 始 区 作为 细胞 内 DNA 复制 的 起 点 ,是 一 个 DNA 分 子 复制 必需 的 元 件 。 酵 
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母 染色 体 DNA 复制 起 始 区 的 序列 又 称 为 自主 复制 序列 (autonomously replicating 
sequence，ARS) 。 应 用 DNA 重组 技术 ,将 带 有 正常 酵母 亮 氨 酸 合成 酶 基因 (lex) 的 DNA 
限制 性 酶 切片 段 , 重 组 到 大 肠 杆菌 的 质粒 中 ,用 这 种 重组 质粒 去 转化 亮 氨 酸 合成 代谢 缺 
陷 型 酵母 细胞 ,发 现 单纯 质粒 不 能 转化 酵母 细胞 ,而 重组 质粒 能 在 酵母 细胞 中 复制 和 表 
达 , 可 见 该 酵母 DNA 插 和 人 片段 除 含 有 iev 基因 外 ,还 含有 一 段 酵母 染色 体 自 主 复制 的 
DNA 序 列 , 即 ARS。DNA 序列 分 析 发 现 ,不 同 来 源 的 ARS 包含 一 段 11 一 14 bp 的 高 度 
同 源 的 富 含 AT 的 一 致 序列 ,以 及 其 上 下 游 各 200 bp 左右 的 区 域 , 这 是 维持 ARS 功能 所 
必需 的 。 与 细菌 不 同 的 是 , 真 核 细胞 的 染色 体 DNA 含有 多 个 复制 起 点 ,以 确保 染色 体 快 
速 复制 。 

(2) 着 丝 粒 DNA 

染色 体 在 有 丝 分 型 过程 中 由 于 纺锤 丝 的 牵引 而 分 向 两 极 。 着 丝 粒 就 是 细胞 分 裂 过 
程 中 染色 体 与 纺锤 丝 (spindle fiber) 结 合 的 区 域 。 因 此 ,着 丝 粒 在 细胞 分 裂 过 程 中 对 于 母 
细胞 中 的 遗传 物质 能 否 均衡 地 分 配 到 子 细胞 至 关 重 要 。 缺 少 着 丝 粒 的 染色 体 片断 ,就 不 
能 和 纺锤 丝 相 连 , 在 细胞 分 裂 过 程 中 容易 丢失 。 

CEN 序列 的 共同 特点 是 含有 两 个 相 邻 的 核心 区 :80 bp 一 90 bp 的 AT 区 和 11bp 的 
保守 区 。 和 缺失 和 插入 突变 实验 发 现 ,一 旦 这 两 个 核心 区 序列 被 破坏 ,CEN 即 形 失 功能 。 

(3) 交 粒 DNA 

端 粒 是 线性 染色 体 未 端的 结构 ,有 助 于 染色 体 的 稳定 ,广泛 存在 于 真 核 生 物体 中 。 
端 粒 由 一 系列 短 重 复 序列 构成 ,在 人 类 DNA 里 , 端 粒 长 约 10 kb 一 15 kb, 由 重复 的 
GGGTTA 组 成 。 其 他 生物 端 粒 的 重复 序列 也 多 为 工 和 G。 例 如 ,四 膜 虫 为 TTGGGG， 
拟 南 芥 为 TTTAGGG ,酵母 为 TG- 。 在 DNA 复制 的 时 候 , 端 粒 DNA 的 完整 复制 需要 
端 粒 酶 (telomerase) 或 端 聚 酶 的 参与 。 端 粒 酶 是 由 RNA 和 和 蛋白质 组 成 ,具有 逆转 录 酶 活 
性 ,可 以 自 带 的 RNA 为 模板 ,合成 端 粒 重复 序列 ,添加 到 染色 体 DNA 的 3- 端 (参看 第 四 
章 DNA 的 生物 合成 ) 。 

(二 ) 细胞 器 基因 组 

根据 内 共生 学 说 ,线粒体 和 叶绿体 作为 两 种 半 自 主 的 细胞 器 ,各 有 自己 的 基因 组 
DNA, 分 别 起 源 于 远古 时 代 共 生 在 真 核 细胞 内 的 好 氧 细 菌 和 光合 细菌 ,因此 两 者 在 很 多 
方面 与 细菌 相似 。 例 如 ,它们 都 有 自己 相对 独立 的 DNA 复制 .转录 和 翻译 系统 。 每 个 细 
胞 中 有 多 个 线粒体 或 叶绿体 ,因此 有 多 个 独立 存在 的 细胞 器 基因 组 。 线 粒 体 和 叶绿体 蛋 
白质 的 来 源 有 两 个 ,一 个 是 自身 DNA 编码 , 另 一 个 是 核 基因 编码 ,但 两 种 细胞 器 中 的 大 
多 数 蛋 白质 都 是 由 核 基因 编码 。 例 如 ,酵母 线粒体 含有 多 达 800 种 不 同 的 和 蛋白质, 但 只 
有 8 种 是 由 线粒体 基因 组 编码 的 。 与 叶绿体 基因 组 相 比 , 大 多 数 线粒体 基因 组 编码 的 蛋 
白质 要 少 得 多 。 

线粒体 基因 组 就 是 它 自 带 的 全 部 DNA ,一般 可 缩写 为 mtDNA。 每 个 线粒体 中 大 概 
有 -2 一 10 个 拷贝 的 DNA。 

线粒体 基因 组 呈 广 泛 的 多 样 性 ,在 结构 上 一 般 呈 环 状 ,但 某 些 藻 类 植物 .原生 动物 和 
真菌 线粒体 基因 组 是 线性 的 ,许多 真菌 和 开花 植物 的 线粒体 还 含有 小 的 环 状 或 线性 的 质 
粒 。 线 性 mtDNA 在 两 端 就 有 端 粒 的 结构 。 

迄今 为 止 , 已 有 千 种 以 上 生物 的 线粒体 基因 组 序列 被 测定 出 来 。mtDNA 的 大 小 和 
所 含 基因 的 数目 因 物 种 的 不 同 差别 可 能 很 大 :其 中 最 大 的 含有 62 个 多 肽 链 的 基因 ,但 最 
小 的 仅 有 3 个 多 肽 链 的 基因 。 几 乎 所 有 的 哺乳 动物 线粒体 的 基因 组 大 小 为 16 569 bp( 图 
3- 14) , 共 编 码 13 种 多 肽 链 , 与 由 核 基因 组 编码 的 肽 链 组 装 成 五 种 复合 体 ,参与 呼吸 链 
和 氧化 磷酸 化 。 例 如 ,酵母 细胞 色素 bc 复合 物 的 1 个 亚 基 由 线粒体 基因 组 编码 ,其 他 6 
个 亚 基 由 核 基因 组 编码 。 此 外 ,哺乳 动物 线粒体 基因 组 还 编码 22 种 tRNA 和 2 种 
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侠 3-14 人 线粒体 基因 组 


rRNA, 参 与 线粒体 内 的 蛋白 质 合 成 。 酬 酒 酵母 (Saccharomazyces cerevisiae) 的 线粒体 基因 
组 要 大 ,有 85 779 bp, 但 只 有 8 个 多 肽 链 的 基因 ,含有 大 段 功能 不 详 的 富 含 AT 序列 的 
区 段 。 

植物 线粒体 基因 组 一 般 要 比 动物 线粒体 基因 组 要 大 得 多 ,多 数 在 300 kb 一 2 000 kb， 
最 大 的 达 11 Mb, 已 超过 了 大 多 数 细 菌 基因 组 的 大 小 "但 只 有 50 个 高 度 保守 的 基因 , 编 
码 的 产物 除了 有 参与 呼吸 链 和 氧化 磷酸 化 的 多 肽 和 翻译 的 RNA 和 rRNA 以 外 ,还 有 一 
些 核 糖 体 蛋 白 ( 如 其 中 的 核糖 体 小 亚 基 和 蛋白 S13)。 植 物 mtDNA 的 增 容 主要 是 重复 序 
列 . 富 含 AT 的 非 编码 区 以 及 许多 大 的 内 含 子 的 出 现 ,而 不 是 基因 数 目的 增加 ,因此 植物 
mtDNA 的 基因 密度 很 低 , 例 如 拟 南 芥 的 360 kb 的 mtDNA 只 有 57 个 基因 , 仅 占 全 基因 
组 大 小 的 10%% 左 右 。 

mtDNA 在 线粒体 基质 内 与 一 些 特殊 的 蛋白 质 结合 ,形成 拟 核 的 结构 。 

线粒体 自己 的 翻译 系统 所 使 用 的 遗传 密码 有 很 多 例外 ( 殉 第 九 章 蛋白 质 生物 合 
成 ) ,编码 的 t 攻 NA 比 核 基 因 编 码 的 tRNA 要 小 ,与 翻译 有 关 的 氨 酰 -tRNA 合成 酶 和 大 
多 数 核糖 体 蛋白 质 均 由 核 基 因 编 码 , 但 却 是 细胞 器 专用 的 ,不 同 于 细胞 质 中 的 翻译 系统 。 

长 期 以 来 ,人 们 一 直 认 为 ,线粒体 基因 组 只 会 为 线粒体 编码 蛋白 质 。 但 近 几 年 来 ,这 
种 观念 受到 了 挑战 。 例 如 ,科学 家 已 发 现 一 种 叫 海 默 因 或 海 默 素 (humanin) 的 多 肽 ,由 哺 
乳 动 物 线 粒 体 基因 组 16S rRNA 基因 内 1 个 75 bp 的 小 可 读 框 COMT- RNR2) 编 码 。 其 在 
线粒体 外 具有 细胞 保护 和 神经 保护 的 功能 ,如 能 够 保护 神经 细胞 免 于 各 种 阿尔 茨 海 默 氏 
病 相 关 因 素 诱 导 的 凋 亡 。 

对 大 多 数 有 性 生殖 生物 而 言 , 其 线粒体 基因 主要 表现 为 母系 遗传 ,其 原因 是 精子 中 
的 线粒体 要 么 在 受精 的 过 程 中 没有 进入 成 熟 的 卵 母 细胞 ,要么 被 选择 性 降解 或 破坏 了 。 

2. 叶绿体 基因 组 

叶绿体 基因 组 就 是 它 自 带 的 全 部 DNA, 一 般 可 缩写 为 etDNA。 一 个 叶绿体 通常 含 
有 15 一 20 个 相同 拷贝 的 ctDNA。ectDNA 一 般 为 环 状 ,大 小 通常 为 120 000 bp 一 
170 000 bp。 许 多 ctDNA 含有 2 段 高 度 保守 的 反 向 重复 序列 一 一 了 下-A 和 了 下-B, 将 1 个 
长 单 拷贝 部 分 (long single copy section，LSC) 和 1 个 短 单 拷贝 部 分 (short single copy 
section，SSC) 分 隔 开 (图 3-14)。 反 向 重复 序列 中 也 有 带 几 个 功能 基因 。。 
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Box3-4 线粒体 夏娃 


线粒体 是 一 个 半 自 主 的 细胞 器 ,拥有 自己 的 遗传 信息 ,并 能 够 合成 一 些 自己 的 蛋 
白质 , 它 的 很 多 性 质 与 细菌 非常 相似 。 于 是 ,大 们 很 早 就 提出 了 线粒体 起 源 的 “内 共生 
学 说 ”, 认 为 线粒体 实际 上 是 在 数 百 万 年 前 被 真 核 细胞 内 吞 进来 的 好 氧 细菌 的 后 代 。 
尽管 每 个 人 都 从 各 自 的 母亲 和 父亲 各 继承 了 一 半 的 遗传 信息 ,但 每 个 人 的 线粒体 似乎 
都 是 母亲 给 的 ;其 中 的 原因 是 , 当 精 子 与 卵细胞 受精 的 时 候 , 只 有 精子 核 进入 卵细胞 。 
如 果 线 粒 体 DNACmtDNA) 的 确 只 来 自 母 亲 的 话 , 那 么 由 itDNA 突变 引起 的 疾病 应 
该 表现 为 母系 遗传 。 支 持 这 种 观点 的 有 很 多 例子 。 由 于 线粒体 的 主要 功能 是 参与 细 
胞 的 有 氧 代 谢 ,其 中 涉及 能 量 代谢 的 一 些 遗 传 性 疾 滴 就 表现 为 母系 遗传 。 倒 如 , 菜 伯 
遗传 性 视神经 凌 缩 (Lebef's hereditary optic neuropathy，LHON) 就 是 一 例 , 这 种 疾病 
可 导致 惠 者 失明 和 心脏 出 现 问题 。DHON 的 病因 是 编码 呼吸 链 复合 体 工 的 主要 成 
分 一 -NADH 脱 氢 酶 的 基因 有 缺陷 ,而 章 致 其 呼吸 链 上 的 电子 传递 和 与 其 偶 联 的 氧 
化 磷酸 化 受到 影响 ,于 是 :患者 体内 ATP 的 供应 严重 不 足 ; 那 些 对 ATP 需求 高 的 组 织 
影响 最 大 ,如 视神经 会 因为 缺乏 ATP 而 死亡 ,心脏 也 会 因为 缺乏 ATP 而 出 现 问题 。 


NMifochondrial Eve | 


基于 mtDNA 所 具有 的 独特 的 传递 性 质 ,研究 人 类 进化 的 科学 家 想到 ,如 果 能 够 
从 ItDNA 进化 这 一 条 线 出 发 ,似乎 就 能 够 找到 有 关 人 类 起 源 的 重要 信息 :于 是 在 
1987 年 前 后 ,美国 加 州 大 学 Berkeley 分 校 的 Allan C -Wilser 等 人 研究 了 世界 各 地 米 
以 千 计 女性 的 线粒体 DNA, 通 过 比较 样本 内 的 mtDNA- 疗 列 的 相似 之 处 和 差异 ,在 
1987 年 1 月 1 旨 的 Natire 上 发 表 了 一 篇 题 为 “Miitochential DNA and Human 
Evolution 的 论文 ,文中 得 出 一 个 结论 ,认为 在 人 类 进化 史上 ,有 一 个 “线粒体 夏娃 ” 
(Mitochondrial Eve) ,来 源 于 东非 ,她 是 全 人 类 的 母亲 。 当 然 , 并 不 是 真有 一 位 东非 女 
子 , 已 经 活 了 上 万 年 ,而 是 我 们 所 有 人 的 mtDNA 都 来 自 于 好; 

对 于 线粒体 夏娃 这 站 问题 一 直 存 在 争议 。 一 方面 ,Wilson 涉及 的 实验 未 来 就 有 一 
些 缺陷 , 另 一 方面 ,现在 已 有 很 多 证 据 表 明 ,mtDNA 不 一 定 全 部 来 徊 母亲 ,父亲 好 可 能 
提供 少量 的 IntDNA。 例 如 ,2002 年 有 人 报道 ,通过 PCR 证 明 ,在 好 几 代 回 交 的 小 鼠 身 
上 发 现 有 少量 来 自 父 未 的 mtDNA。， 此 外 ,同年 还 有 人 报道 ,有 一 个 28 岁 串 线粒体 肌 
病 的 男性 ,其 mtDNA 在 一 个 关键 的 基因 上 缺失 2bp, 但 通过 实验 发 现 ,这 2 bp 的 缺失 
来 自 他 父亲 的 mtDNA, 事 实 上 ,这 种 有 缺陷 的 IntDNA 占 其 肌肉 总 mtDNA 的 90%%。 


叶绿体 基因 组 一 般 约 有 100 个 基因 , 绝 大 多 数 编码 蛋白 质 生 物 合成 和 光合 作用 有 关 
的 成 分 。 与 原核 生物 相似 ,ctDNA 上 的 基因 多 组 织 成 操纵 子 的 结构 。 但 与 原核 生物 不 同 
的 是 ,ctDNA 上 的 很 多 基因 有 内 含 子 。 其 中 的 内 含 子 分 为 两 类 ,一 类 位 于 tRNA 基因 上 ， 
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第 三 章 


类 似 酵 母 核 {RNA 基因 的 内 含 子 ; 一 类 位 于 编码 蛋白 的 基因 上 ,类似 线粒体 的 内 含 子 。 

以 陆 生 植物 黑 麦 草 (Lolizzz pererze 工 . ) 为 例 ( 图 3-15), 其 ctDNA 编码 的 基因 有 :4 
种 rRNA,30 一 31 种 tRNA,21 种 核糖 体 蛋 白 ,4 个 RNA 聚合 酶 的 亚 基 ,28 种 类 襄 体 蛋白 
和 1,5 -二 磷酸 核 酮 糖 羧 化 酶 的 大 亚 基 ,7 个 与 光合 作用 光 反 应 电子 传递 有 关 的 和 蛋白质 复 
合 物 的 亚 基 。 

在 生物 漫长 的 进化 过 程 中 ,ctDNA 中 的 许多 部 分 已 被 转移 到 核 基因 组 中 。 例 如 , 陆 
生 植物 约 11%% 一 14 吧 的 核 DNA 来 自 叶绿体 。 
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[图 昨 -15 黑 麦 草 (Lolirr peremnnre 工 . ) 叶 绿 体 基因 组 结构 


四 人 类 基因 组 

在 所 有 生物 的 基因 组 中 ,最 吸引 人 的 显然 是 我 们 人 类 自己 的 基因 组 。 目 前 ,科学 家 
对 于 我 们 自身 的 基因 组 已 经 有 了 比较 清晰 的 了 解 ( 表 3 - 6)。 这 要 归功 于 多 项 围绕 人 类 
基因 组 而 展开 的 研究 计划 ( 见 本 章 第 三 节 )。 


表 3-6 人 类 基因 组 的 主要 信息 


ET TDDNS 大 人 小 (C 值 > nl ,3.2XIioxbp 
;和 看 魏 质 基因 的 数目 -一 20 296 个 
一 各 种 非 编 码 RNA 基 因 的 数目 全 2531237 人 个 

基因 数目 最 大 的 染色 体 1 号 染色 体 

基因 数目 最 少 的 染色 体 立 染 色 体 

最 大 的 基因 二 4X10s mt 

基因 的 采 均 大 小 站 USE 000 
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分 子 生物 学 (第 二 版 ) 


ER ES ES 一 
二 二 5 ee 和 有 


汪 二 sen 让 矶 
一 个 基因 含有 的 最 少 的 外 显 子 数目 1 
一 个 基因 含有 的 最 多 的 外 显 子 数目 178 
基因 平均 含有 的 外 显 子 数目 10.4 
最 大 的 外 显 子 的 大 小 17TI06mnit 
外 显 子 的 平均 大 小 145 nt 
假 基因 的 数目 14424 
蛋白 质 外 显 子 (编码 区 ) 占 基因 组 的 百分比 1.5 色 
其 他 高 度 保守 的 序列 (包括 mRNA 两 端的 UTR、 网 本 
结构 和 功能 性 RNA、 保 守 的 蛋白 质 结合 位 点 ) 
高 度 重复 序列 的 比例 一 50 嗓 


第 三 节 ”基因 组 学 


1986 年 ,美国 科学 家 Thomas H，Roderick 提出 了 基因 组 学 (Genomics) 的 概念 , 指 对 
所 有 基因 进行 基因 组 作 图 、 核 苷 酸 序 列 分 析 ,. 基 因 定 位 和 基因 功能 分 析 的 一 门 科 学 。 因 
此 ,基因 组 研究 应 该 包括 两 方面 的 内 容 : 以 全 基因 组 测序 为 目标 的 结构 基因 组 学 
Cstructural genomics) 和 以 基因 功能 鉴定 为 目标 的 功能 基因 组 学 (functional genomics ) 。 
结构 基因 组 学 代表 基因 组 分 析 的 早期 阶段 ,以 建立 生物 体高 分 辩 率 遗传 图 谱 、 物 理 图 谱 
和 大 规模 测序 为 基础 。 功 能 基因 组 学 代表 基因 分 析 的 新 阶段 ,是 利用 结构 基因 组 学 提供 
的 信息 系统 地 研究 基因 功能 ,以 高 通 量 . 大 规模 的 实验 方法 以 及 统计 与 计算 机 分 析 为 特 
征 。 随 着 人 类 基因 组 作 图 和 基因 组 测序 工作 的 完成 ,当前 的 研究 重心 从 结构 基因 组 学 转 
移 到 功能 基因 组 学 。 


一 、 结 构 基 因 组 学 


结构 基因 组 学 的 内 容 主 要 包括 基因 组 作 图 和 基因 组 测序 。 

(一 ) 基因 组 作 图 

基因 组 学 研究 的 对 象 是 整个 基因 组 ,因此 很 难 对 它 直 接 进行 测序 , 而 需要 将 其 分 解 
成 容易 操作 的 小 的 结构 区 域 ,这 个 过 程 简称 为 基因 组 作 图 (genome mapping)。 它 包括 给 
制 遗 传 图 谱 和 物理 图 谱 Cphysical map) 。 

1. 扯 传 图 谱 

遗传 图 谱 又 称 连锁 图 谱 (linkage map) , 它 是 以 具有 遗传 多 态 性 的 位 点 为 遗传 标记 ， 
以 遗传 学 距离 为 图 距 的 基因 组 图 谱 。 其 中 ,遗传 多 态 性 位 点 是 指 在 一 个 遗传 位 点 具有 一 
个 以 上 的 等 位 基因 ,在 群体 中 的 出 现 频率 皆 高 于 1% 的 遗传 标记 ,因此 ,遗传 学 距离 实 为 
在 减 数 分 裂 事 件 中 两 个 位 点 之 间 进 行 交 换 、 重 组 的 百分率 ,1% 的 重组 率 称 为 1 厘 麻 
Ccenti Morgan，cMD) , 即 1 cM 的 遗传 距离 表示 在 100 个 配子 中 有 1 个 重组 子 。 在 哺乳 动 
物 中 ,遗传 图 谱 上 1 cM 的 距离 大 约 相当 于 物理 图 谱 上 1 000 000 bp。 通 过 该 图 谱 可 分 清 
各 基因 或 分 子 标 记 之 间 的 相对 距离 与 方向 ,如 是 否 靠 近 着 丝 粒 或 端 粒 。 

遗传 图 谱 的 建立 为 基因 识别 和 完成 基因 定位 创造 了 条 件 。 构 建 遗 传 图 谱 就 是 寻找 
基因 组 不 同位 置 上 的 特征 性 遗传 标记 ,并 采用 遗传 分 析 的 方法 将 基因 或 其 他 DNA 序列 
标定 在 染色 体 上 构建 连锁 图 。 基 因 组 遗传 连锁 图 的 绘制 需要 应 用 多 态 性 标记 ,只 有 可 以 
识别 的 标记 ,才能 确定 目标 的 方位 及 彼此 之 间 的 相对 位 置 。 

早期 被 用 作 遗 传 标记 的 包括 :形态 学 标记 、 细 胞 学 标记 和 生化 标记 ,但 这 些 遗 传 标记 
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的 普遍 缺点 就 是 数量 有 限 .容易 受 到 时 间 和 环境 等 因素 的 影响 。 随 着 分 子 生物 学 的 发 
展 , 人 们 开始 以 DNA 序列 的 多 态 性 作为 遗传 标记 , 因为 在 基因 组 DNA 序列 上 一 般 平均 
每 几 百 个 碱 基 会 出 现 一 些 变异 (variation) , 这 些 变异 通常 不 产生 病理 性 后 果 , 并 按照 
Mendel 遗传 规律 由 亲 代 传 给 子 代 ,从 而 在 不 同 个 体 间 表现 出 不 同 , 因 而 被 称 为 多 态 性 。 

DNA 序列 多 态 性 这 种 遗传 标记 也 称 为 DNA 分 子 标记 ,或 简称 为 分 子 标记 。 与 其 他 
遗传 标记 相 比 ,DNA 分 子 标记 有 许多 优点 :不 受 时 间 和 环境 的 限制 ;数量 非常 多 ,遍布 整 
个 基因 组 ;不 影响 性 状 表 达 ; 自 然 存 在 的 变异 丰富 ,多 态 性 好 ; 共 显 性 ,能 鉴别 纯 合 体 和 杂 
合体 。 

现在 常用 的 多 态 性 分 子 标 记 主 要 有 限制 性 片段 长 度 多 态 性 (restriction fragment 
length polymorphism，RFLP) .串联 重复 序列 (TRS) 标 记 和 SNP 等 三 种 。 


RFLP 是 第 1 代 分 子 标记 ,用 限制 性 内 切 酶 特异 性 切割 DNA 链 ,由 于 DNA 上 一 个 
点 突变 所 造成 的 能 切 与 不 能 切 两 种 状况 ,而 产生 不 同 长 度 的 等 位 片段 ,可 用 凝 胶 电 泳 显 
示 多 态 性 ,用 作 基 因 突 变 分 析 、 基 因 定 位 和 遗传 病 基 因 的 早期 检测 等 方面 的 研究 。 

RFLP 具有 以 下 优点 :@Q 在 多 种 生物 的 各 类 DNA 中 普遍 存在 ;G@) 能 稳定 遗传 , 且 杂 
合子 呈 共 显 性 遗传 ;@ 只 要 有 探 针 就 可 检测 不 同 物种 的 同 源 DNA 分 子 。 缺 点 是 需要 大 
量 纯 的 DNA 样品 ,而 且 DNA 杂交 膜 和 探 针 的 准备 以 及 杂 交 过 程 既 耗 时 又 耗 力 , 同 时 由 
于 探 针 的 异 源 性 而 引起 的 杂交 低 信 噪 比 ,或 杂交 膜 的 背景 信号 太 高 等 都 会 影响 杂交 的 灵 
人 敏 度 。 

这 是 第 二 代 分 子 标 记 。 它 主要 有 小 卫星 DNA 和 微 卫 星 的 DNA 多 态 性 等 。 其 中 ， 
微 卫 星 DNA 重复 序列 可 散布 在 基因 组 DNA 之 中 ,其 数量 可 达 十 几 万 ,因此 十 分 有 用 。 


这 是 1996 年 由 麻 省 理工 学 院 (MIT) 的 ELander 提出 的 ,被 称 为 第 三 代 分 子 标记 。 
这 种 标记 的 特点 主要 是 单个 碱 基 的 转换 或 颠 换 , 也 包括 小 的 插入 及 缺失 。 

SNP 是 最 容易 发 生 的 一 种 遗传 变异 。 在 人 体 中 ,SNP 的 发 生 频 率 极 高 ,大 约 是 
0.1%%。 目 前 科学 界 已 发 现 了 约 400 万 个 SNP。 平 均 每 1 kb 长 的 DNA 中 ,就 有 一 个 SNP 
存在 。 这 可 能 达到 了 人 类 基因 组 多 态 位 点 数目 的 极限 。 这 些 SNP 标记 以 同样 的 频率 存 
在 于 基因 组 编码 区 或 非 编 码 区 ,存在 于 编码 区 的 SNP 约 有 20 万 个 , 称 为 编码 SNP 
(coding SNP，cSNP) 。 

SNP 技术 基本 原理 是 :对 于 一 个 经 PCR 扩 增 后 具有 固定 长 度 的 DNA 片段 ,其 分 子 
构象 是 由 碱 基 序列 所 决定 的 ,因此 在 变性 条 件 下 ,单个 碱 基 的 改变 能 够 引起 DNA 分 子 单 
链 或 等 位 基因 间 形 成 的 错 配 异 源 双 链 存在 微小 的 构象 差别 ,这 些 不 同 的 构象 体 在 变性 梯 
度 凝 胶 电 泳 或 高 效 液 相 检测 中 因 移 动 性 的 差异 而 得 以 区 分 。 不 过 , 随 着 新 一 代 的 DNA 
序列 测定 技术 的 发 展 ,现在 可 以 通过 全 基因 组 再 测序 ,对 人 类 个 体 基因 组 上 所 有 的 SNP 
多 态 性 位 点 进行 全 面 检测 。 

遗传 图 谱 表现 的 是 通过 连锁 分 析 确 定 的 各 遗传 标记 的 相对 位 置 ,物理 图 谱 则 表现 染 
色 体 上 每 个 DNA 片段 的 实际 顺序 ,是 指 以 已 知 核 苷 酸 序 列 的 DNA 片段 , 即 序列 标签 位 
点 (sequencertagged site，STS) 为 "路标 ”, 以 碱 基 对 作为 基本 测量 单位 (图 距 ) 的 基因 组 图 
谱 ,是 指 DNA 序列 上 两 点 的 实际 距离 。 在 DNA 交换 频繁 的 区 域 ,两 个 物理 位 置 相 此 很 
近 的 基因 或 DNA 片段 可 能 具有 较 大 的 遗传 距离 ,而 两 个 物理 位 置 相距 很 远 的 基因 或 
DNA 片段 则 可 能 因 该 部 位 在 遗传 过 程 中 很 少 发 生 交换 而 具有 很 近 的 遗传 距离 。 

作为 路 标的 STS 的 长 度 一 般 为 100 pp 一 500 bp, 它 在 单 倍 体 基因 组 DNA 上 必须 是 
独一无二 的 单 拷贝 序列 。 由 于 绝 大 多 数 蛋白 质 的 基因 就 是 单 拷贝 序列 ,因此 来 自 与 
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《GT 作 认 为 组 和 白 基因 
的 任何 序列 适合 不 适合 充当 
STS? 为 什么 ? 
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mRNA 互补 的 DNA(complementary DNA，cDNA) 文库 中 的 大 部 分 表达 序列 标签 
(expressed sequence tag，EST) 可 以 作 STS, 但 基因 家 族 成 员 间 共有 的 序列 不 能 用 作 
STS。 另 外 ,STS 也 可 以 通过 随机 基因 组 测序 获得 。 

实际 上 ,基因 组 的 物理 图 谱 包 含有 两 层 意思 :首先 , 它 需 要 大 量 定位 明确 .分 布 较 均 
匀 的 序列 标记 ,这 些 序列 标记 应 该 可 以 用 PCR 的 方法 扩 增 。 这 样 的 序列 标记 被 称 为 序 
列 标签 位 点 (STS) ;其 次 ,在 大 量 STS 的 基础 上 ,构建 覆盖 每 条 染色 体 的 大 片段 DNA 的 
连续 重 释 群 (contig) ,为 最 终 完成 全 序列 的 测定 黄 定 基础 。 这 种 连续 克隆 系 的 构建 最 早 
是 建立 在 酵母 人 工 染 色 体 (Yeast Artificial Chromosome，YAC) 上 的 。YAC 可 以 容纳 几 
百 kb 到 几 个 Mb 的 DNA 插 入 片段 ,构建 覆盖 整 条 染色 体 所 需 的 独立 克隆 数 最 少 。 但 
YAC 系统 中 的 外 源 DNA 片段 容易 发 生 丢 失 、 艇 合 , 从 而 影响 最 终结 果 的 准确 性 。 细 菌 
人 工 染 色 体 (Bacterial Artificial Chromosome，BAC) 系 统 则 克服 了 YAC 系统 的 缺陷 , 具 
有 稳定 性 高 .易于 操作 的 优点 ,在 构建 人 类 基因 组 的 物理 图 谱 中 曾 得 到 了 广泛 应 用 。 
BAC 的 插入 片段 达 80 kb 一 300 kb, 构 建 覆 盖 人 类 全 基因 组 的 BAC 连续 克隆 系 ,按照 15 
倍 覆 盖 率 和 平均 长 度 为 150 kb 度 插 入 片段 , 约 需 3X10 个 独立 克隆 。 除 了 上 述 两 种 系 
统 , 还 有 衡 生 于 P1 叭 菌 体 的 人 工 染 色 体 (Pl-derived Artificial Chromosorme，PAC) 系 统 。 
此 系统 插入 片段 最 大 长 度 是 300 kb。 

从 精细 的 物理 图 出 发 ,一 旦 排出 对 应 于 特定 染色 体 区 域 重 亚 度 最 小 的 BAC 或 者 其 
他 连续 克隆 系 后 ,就 可 以 对 其 中 的 各 个 克隆 逐个 进行 测序 - 

(二 ) 基因 组 测序 

1. 全 基因 组 的 测序 策略 

常见 的 测序 策略 有 2 个 : 鸟 枪法 (the shotgun sequencing) 和 克隆 重 释 群 法 (clone 
contig approach)( 图 3-16)。 


待 测 基因 组 DNA 
六 法 处理 一 可 人 放 人 
随机 的 小 片段 (1 kb-2 kb) 有 序 的 大 片段 (0.1 Mb-1 Mb) 
一 一 三 一 有 序 的 BAC 克 隆 


| | 三 一 


随机 的 小 片段 (1 kb2 kb) 
重 帮 群 一 一 一 一 一 一 一 一 
| | | 
测序 测序 测序 
计算 机 自动 拼装 ee 
重 郑 符 
计算 机 自动 拼装 
鸟 枪法 克隆 重 矢 群 法 


圈 3- 16 全 基因 组 测序 测序 的 两 种 策略 


“ 乌 枪 法 "测序 策略 的 基本 步骤 是 :在 获得 一 定 的 遗传 图 谱 和 物理 图 谱 信息 的 基础 
上 ， 绕 过 建立 连续 的 BAC 克隆 系 的 过 程 , 使 用 机 械 的 手段 ,如 超声 波 处 理 , 直 接 将 基因 组 
DNA 化 整 为 零 , 分 解 成 小 片段 ,进行 随机 测序 ,并 辅 以 一 定数 量 的 10 kb 克隆 和 BAC 克 
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隆 的 末端 测序 结果 ,在 此 基础 上 主要 通过 计算 机 来 进行 序列 拼装 ,直接 得 到 待 测 基 因 组 
的 完整 序列 。 这 一 策略 从 一 提出 就 受到 质疑 ,并 不 为 主流 的 公共 领域 所 采纳 。1995 年 ， 
由 Craig Venter 领导 的 基因 组 研究 所 (The Institute for Genomic Research，TIGR) 将 这 
种 方法 ,应 用 于 对 嗜 血 流感 杆菌 (五 .和 2Pxenzae) 全 基因 组 的 测序 中 ,获得 了 成 功 。 该 策 
略 随后 也 成 功 地 应 用 到 对 包括 枯草 杆菌 和 大 肠 杆 菌 等 20 多 种 微生物 的 基因 组 测序 中 。 
1998 年 ,Celera 公司 宣布 计划 采用 全 基因 组 的 “ 鸟 枪法 ?测序 策略 ,在 2003 年 底 前 测定 人 
类 的 全 部 基因 组 序列 。 接 着 , Celera 公司 与 加 州 大 学 伯克利 分 校 的 果 蝇 基因 组 计划 
(Berkeley Drosophila Genome Project，BDGD) 合 作 , 仅 用 了 4 个 月 ,就 用 " 鸟 枪 法 ?完成 了 
果 蝇 120 Mb 全 基因 组 序列 的 测定 和 组 装 , 证 明了 这 一 策略 的 可 行 性 。 

克隆 重 笃 群 法 是 一 种 自 上 而 下 的 测序 策略 。 此 策略 需要 将 基因 组 DNA 切割 成 长 度 
为 0.1 Mb 一 1 Mb 的 大 片段 ,并 克隆 到 YAC 或 BAC 等 载体 上 ,然后 再 进行 亚 克 隆 ,分别 
测定 单个 亚 克 隆 的 序列 ,再 拼装 成 连续 的 DNA 分 子 。 如 果 使 用 的 克隆 载体 是 BAC, 则 
基本 步骤 是 :(1) 将 插 人 到 BAC 中 的 待 测 DNA 随机 打 断 ,选取 其 中 较 小 的 片段 ,长 度 约 
1. 6 kb 一 2 kb;(2) 将 这 些 片 段 克 降 到 测序 载体 中 ,构建 出 随机 文库 ;(3) 挑选 随机 克隆 进 
行 测序 ,达到 对 BAC 所 含 DNA 8 一 10 倍 的 覆盖 率 ;(4) 将 测序 所 得 的 相互 重 到 的 随机 序 
列 组 装 成 连续 的 重 友 群 ;(5) 利用 步 移 (walking) 或 引物 延伸 等 方法 填补 存在 的 缝 辽 ; 
(6) 获得 高 质量 .连续 真实 的 完全 序列 。 对 一 个 BAC 克隆 而 言 , 其 内 部 所 有 缝隙 被 填 
补 后 的 序列 称 为 完全 序列 ;而 对 一 段 染 色 体 区 域 或 一 条 染色 体 而 言 , 完 全 序列 是 指 覆 盖 
该 区 域 的 BAC 连续 克隆 系 之 间 的 缝 除 被 全 部 填补 。 依 照 美国 NIH 和 能 源 部 联合 制定 的 
标准 ,最 终 的 完全 序列 需要 同时 满足 以 下 三 个 条 件 :(1) 序列 的 差错 率 低 于 10“;(2) 序列 
必须 是 连贯 的 ,不 存在 任何 缝 队 ;(3) 测序 所 采用 的 克隆 必须 能 够 真实 代表 基因 组 结构 。 

2. cDNA 测序 

cDNA 由 细胞 内 的 mRNA 经 过 逆转 录 反 应 而 产生 , 它 代 表 了 基因 组 中 具有 转录 活 
性 的 蛋白 质 基 因 。 据 估计 ,人 类 基因 组 中 能 够 转录 表达 的 序列 仅 占 总 序列 的 约 5%, 对 这 
一 部 分 序列 进行 测定 将 直接 导致 基因 的 发 现 。 由 于 与 重要 疾病 相关 的 基因 或 具有 重要 
生理 功能 的 基因 具有 洪 在 的 应 用 价值 ,使 得 cDNA 测序 受到 制药 公司 和 研究 机 构 的 青 
睐 ,纷纷 投入 巨 资 进行 研究 并 抢占 专利 。cDNA 测序 的 研究 重点 首先 放 在 EST 测序 , 根 
据 EST 测 序 的 结果 ,可 以 获得 基因 在 特定 条 件 下 的 表达 特征 。 而 比较 不 同 条 件 下 (如 正 
常 组 织 和 肿瘤 组 织 )EST 的 测序 结果 ,可 以 获得 丰富 的 生物 学 信息 ,如 基因 表达 与 肿瘤 发 
生 、 发 展 的 关系 。 其 次 ,利用 EST 可 以 对 基因 进行 染色 体 定 位 。 根 据 2013 年 1 月 1 日 发 
布 在 公共 数据 库 ( 如 Genbank) 中 的 统计 结果 ( 见 http://www. ncbi. nlm.nih.， gov/ 
genbank/dbest/dbest_summary) ,已 登记 有 七 千 四 百 多 万 个 不 同 的 EST, 其 中 来 自 人 类 
细胞 的 最 多 , 约 有 八 自 七 十 多 万 个 ,其 次 是 小 鼠 , 约 有 四 百 八 十 多 万 个 。 

然而 ,EST 测序 有 若干 限制 :首先 ,由 于 文库 构建 的 原因 , 绝 大 多 数 EST 分 布 在 基因 
的 3- 端 , 故 数据 库 中 代表 基因 5 - 端 上 游 信息 的 EST 只 占 很 小 的 比例 ;其 次 ,EST 的 长 
度 一 般 在 300 一 500 bp 之 间 ,因此 , 仅 从 EST 中 很 难 获得 基因 结构 的 全 部 信息 ,如 基因 的 
不 同 剪接 形式 。 鉴 于 此 ,cDNA 研究 的 热点 目前 已 由 EST 转变 为 全 长 EDNA 研究 。 为 了 
获得 全 长 cDNA, 除 了 利用 cDNA 末端 快速 扩 增 法 (rapid amplification of cDNA ends， 
RACE) 得 到 cDNA 的 末端 序列 以 外 ,另外 一 个 关键 是 构建 高 质量 的 全 长 cDNA 文库 。 
常用 的 方法 是 利用 mRNA 的 5 - 端 帽子 结构 合成 EDNA, 以 提高 全 长 cDNA 的 比例 。 对 
于 表达 丰 度 很 低 的 基因 ,可 采用 校正 cDNA 文库 加 以 识别 。 此 外 ,根据 基因 组 DNA 序列 
分 析 基 因 结 构 , 以 指导 全 长 cDNA 的 克隆 ,也 可 加 快 全 长 cDNA 研究 的 步伐 。 

3. DNA 测序 的 具体 方法 

DNA 测序 技术 已 经 经 历 了 几 代 革 命 性 的 发 展 , 从 1977 年 第 一 代 由 Sanger 发 明 的 双 
脱氧 法 以 及 Maxam 等 人 发 明 的 化 学 断裂 法 ,到 当今 以 纳米 孔 测 序 为 代表 的 第 四 代 高 通 
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量 深度 测序 技术 的 建立 (参看 第 二 章 遗传 物质 的 化 学 本 质 中 有 关 测序 方 法 的 内 容 ), 一 
方面 测序 速度 大 大 加 快 , 另 一 方面 测序 成 本 大 大 降低 。 正 是 测序 技术 的 飞速 发 展 , 才 使 
得 基因 组 学 研究 突飞猛进 ,同时 使 其 得 到 更 加 广泛 的 运用 ( 表 3-7)。 例 如 , 靶 向 基因 组 
再 测序 是 选择 基因 组 的 某 段 区 域 , 进 行 比较 分 析 , 以 确定 在 不 同 个 体 之 间 发 生 的 突变 或 
多 态 性 ;再 如 ,简化 基因 组 测序 是 对 部 分 基因 组 进行 序列 测定 。 它 需要 利用 生物 信息 学 
方法 ,设计 标记 开发 方案 , 富 集 特 异性 长 度 片段 ,应 用 高 通 量 测序 技术 获得 海量 标签 序列 
来 代表 目标 物种 全 基因 组 信息 ;还 有 , 双 端 测序 让 测序 者 能 够 对 片段 的 两 端 进 行 测 序 , 并 
生成 高 质量 、. 可 比 对 的 序列 数据 ,从 而 有 利于 对 基因 组 中 的 变异 (如 插入、 缺失 和 倒 位 ) 
重复 序列 元 件 .基因 融合 和 新 的 转录 物 的 进行 检测 。 此 外 , 双 端 DNA 测序 的 读数 实现 了 
含有 重复 序列 的 DNA 区 域 的 出 色 比 对 ,并 通过 填补 一 致 序列 的 缺口 ,产生 了 更 长 的 重大 
群 ,适用 于 从 头 测序 。 这 里 可 以 举 个 例子 :假定 有 人 在 测序 过 程 中 得 到 若干 DNA 片段 ， 
每 个 片段 的 长 度 约 为 500 bp。 若 选择 其 中 的 一 个 片段 , 测 其 两 端的 序列 ,各 是 35 bp, 这 
样 连同 中 间 的 序列 ,总共 约 为 500 bp。 这 时 可 以 将 测 出 的 两 端 序列 作为 标签 , 回 贴 到 基 
因 组 上 约 500 bp 的 区 域 ,对 此 区 段 重 新 测序 。 如 果 发 现 测 出 的 结果 与 原来 的 有 出 人 ,这 
圳 3-7 新 一 代 测 序 技术 的 应 用 
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可 能 意味 着 有 插入 、 缺 失 或 者 倒 位 。 比 如 ,重新 测 出 的 序列 长 度 是 1 000 bp, 这 可 能 暗示 
着 基因 组 有 500 bp 的 缺失 。 

(三 ) 基因 组 计划 

为 了 搞 清楚 某 种 生物 基因 组 的 结构 与 功能 ,过 去 在 科学 界 曾经 进行 过 多 项 有 针对 性 
的 基因 组 研究 计划 。 计 划 的 对 象 除了 我 们 人 类 自己 的 基因 组 以 外 ,还 有 一 批 重要 的 模式 
生物 和 非 模式 生物 ,如 大 肠 杆菌 、 面 包 醇 母 .秀丽 隐 杆 线虫 . 果 蝇 、 拟 南 并 菜 和 小 鼠 等 。 低 
等 的 模式 生物 体 的 基因 组 结构 相对 较 简单 ,对 其 进行 全 基因 组 作 图 测序 ,可 以 为 人 类 基 
因 组 的 研究 进行 技术 的 探索 和 经 验 的 积累 。 更 重要 的 是 ,这 些 研究 一 方面 有 助 于 人 们 在 
基因 组 水 平 上 认识 进化 规律 , 另 一 方面 可 以 通过 对 不 同 生物 体 中 的 同 源 基因 的 研究 ,以 


及 利用 模式 生物 体 (model organismy) 的 转基因 技术 .基因 毅 除 (gene knockout) 和 基因 痪 
减 Cgene knockdown) 等 方法 研究 基因 的 功能 。1997 年 ,大 肠 杆 菌 的 全 基因 组 序列 测定 工 
作 完 成 ,人 们 第 一 次 掌握 了 这 种 重要 的 模式 生物 的 全 部 遗传 信息 。 随 后 ,在 国际 多 方 合 
作 的 基础 上 ,面包 酵母 .秀丽 隐 杆 线虫 和 果 蝇 的 全 基因 组 序列 相继 得 到 测定 。2000 年 4 
月 4 日 ,美国 孟 山 都 (Monsanto) 公 司 宣布 与 Leory Hood 领导 的 研究 小 组 合作 测定 了 水 
稻 基 因 组 的 工作 草图 ，2002 年 5 月 6 日 ,国际 小 鼠 基 因 组 测序 联盟 宣布 ,完成 了 最 重要 
的 模式 生物 小 鼠 基 因 组 的 序列 草图 。 

目前 还 有 多 项 研究 计划 正在 开展 之 中 ,将 来 还 会 有 更 多 的 研究 计划 。 这 里 需要 重点 
介绍 的 是 人 类 基因 组 计划 CHuman Genome Project，HGP) ,以 及 后 来 在 此 基础 上 展开 的 
其 他 与 人 类 基因 组 有 关 的 计划 ,如 单 体型 图 计划 (haplotype mapping project，HapMap) 、 
“DNA 元 件 百 科 全 书 ”(the Encyclopedia of DNA Elements，ENCODE) 计 划 “ 千 人 基因 
组 计划 ”(the 1 000 genormaes projeety 和 癌症 基因 组 图 集 (the cancer genome atlas，TCGA) 
人 
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HOP 可 追 溯 到 1985 年 5 月 ,当时 美国 能 源 部 正式 提出 开展 人 类 基因 组 的 测序 工 
作 , 形 成 了 能 源 部 的 “人 类 基因 组 计划 ”草案 。1986 年 ,美国 生物 学 家 、 诺 贝尔 奖 获 得 者 
Renato Dulbecco 在 Sczerce 上 发 表 短 文 , 首 次 提出 HGP 的 设想 ,并 建议 组 织 国家 级 和 国 
际 级 的 项 目 来 进行 这 方面 的 研究 。1986 年 3 月 ,美国 能 源 部 在 召开 的 一 次 专门 会 议 上 ， 
正式 提出 实施 测定 人 类 基因 组 全 序列 的 计划 。1988 年 4 月 ,国际 人 类 基因 组 织 
(CHUGO) 成 立 。1988 年 10 月 ,美国 能 源 部 和 美国 国立 卫生 研究 院 C(NIHD 达 成 协议 ,共同 
管理 和 实施 这 一 计划 。1990 年 10 月 ,由 美国 国会 批准 正式 启动 HGP 研究 。 该 计划 和 
“曼哈顿 原子 弹 计 划 ”“ 阿 波 罗 登 月 计划 ?一 起 被 玲 为 二 十 世纪 科学 史上 的 三 个 里 程 碑 。 
随后 法国、 英国 .德国 和 日 本 等 国 也 相继 宣布 开始 各 自 的 HGP 研究 。1999 年 ,中 国 科 
学 家 参加 了 HGP, 并 承担 了 1% 的 任务 。 

HGP 是 一 项 国际 性 的 研究 计划 , 目标 是 通过 以 美国 为 主 的 全 球 性 的 国际 合作 ,在 大 
约 15 年 的 时 间 内 ,投资 30 亿美 元 ,完成 人 类 24 条 染色 体 的 基因 组 作 图 和 DNA 全 长 序 
列 分 析 ,进行 基 因 的 鉴定 和 功能 分 析 。 人 类 基因 组 计划 的 最 终 目标 是 确定 人 类 基因 组 所 
携带 的 全 部 遗传 信息 ,并 确定 .阐明 和 记录 组 成 人 类 基因 组 的 全 部 DNA 序列 。 

具体 任务 有 以 下 几 个 方面 : 

1) 基因 组 作 图 

人 类 的 单 倍 体 基 因 组 分 布 在 22 条 常 染 色 体 和 2 条 性 染色 体 上 ,最 大 的 1 号 染色 体 
有 263 Mb, 最 小 的 21 号 染色 体 也 有 50 Mb。HGP 的 首要 目标 是 测定 全 部 DNA 序列 ,但 
需要 先进 行 基因 组 作 图 ; 即 绘制 出 遗传 连锁 图 谱 和 物理 图 谱 。 

) 基因 组 测序 

即 测 定 人 类 基因 组 32 亿 个 碱 基 对 的 顺序 。 同 时 ,还 需要 测定 一 些 其 他 生物 的 基因 
组 顺序 ,以 便 与 人 类 基因 组 进行 比较 研究 。 

【3) 基因 识别 Cgene identificationy) 

在 作 图 .基因 定位 和 测序 的 同时 ,识别 出 每 一 个 基因 的 序列 ,设法 克隆 基因 ,以 及 着 
手 研 究 基因 的 生物 学 功能 。 

L) 模式 生物 全 究 

从 模式 生物 获得 的 数据 资料 ,可 以 为 人 类 基因 组 的 研究 进行 技术 的 探索 和 经 验 的 积 
累 。 有 助 于 阐明 人 类 的 生物 学 规律 。 

在 世界 各 国 科 学 家 的 努力 下 ,人 类 基因 组 测序 工作 最 终 取 得 了 成 功 。 在 其 间 , 许 多 
私营 公司 由 于 岗 饮 HGP 在 医药 行业 带 来 的 巨大 应 用 前 景 , 纷 纷 投入 巨 资 开展 自己 的 测 
序 计划 。1998 年 ,由 PE 公司 和 TIGR 合作 成 立 的 Celera 公司 宣布 ,在 3 年 时 间 内 完成 
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人 类 基因 组 全 序列 的 测定 工作 ,建立 用 于 商业 开发 的 数据 库 ,并 对 一 大 批 重 要 的 人 类 基 
因 注 册 专 利 。 面 对 私营 领域 的 挑战 ,公共 领域 的 测序 计划 也 加 快 了 步伐 。1999 年 12 月 ， 
美国 .英国 .日 本 加 拿 大 和 瑞典 科学 家 共同 完成 了 人 类 22 号 染色 体 的 常 染 色 质 部 分 共 
33.4 Mb 的 测序 。2000 年 6 月 25 日 ,美国 .英国 .日 本 法 国 、 德 国 和 中 国 的 16 个 测序 中 
心 或 协作 组 ,获得 了 占 人 类 基因 组 21. 1 多 的 完成 序列 ,及 覆盖 人 类 基因 组 65.7 汉 的 工作 
草图 ,两 者 相 加 达到 86.82。 同 时 ,对 整 条 染色 体 的 精细 测序 也 获得 突破 性 进展 。2001 
年 2 月 15 日 ,国际 公共 领域 人 类 基因 组 计划 和 美国 的 Celera 公司 分 别 在 Natwre 和 
Science 杂志 上 公布 了 人 类 基因 组 序列 工作 草图 ,完成 全 基因 DNA 序列 95%% 的 测序 。 
2003 年 4 月 14 日 ,国际 人 类 基因 组 测序 共同 负责 人 Francis Collins 宣布 ,人 类 基因 组 序 
列 图 绘制 成 功 ,全 基因 组 测序 完成 99%% 。 

HGP 的 成 果 不 仅 可 以 彻底 揭示 人 类 所 携带 的 全 部 遗传 信息 ,而 且 人 类 6 千 多 种 单 
基因 遗传 性 疾病 ,以 及 严重 危害 人 类 健康 的 多 基因 易 感 性 疾病 的 致 病 机 理 有 望 最 终 得 到 
阐明 ,为 这 些 疾 病 的 诊断 、 治 疗 和 预防 黄 定 基础 。 同 时 , HGP 的 实施 还 带动 了 医药 . 农 
业 、 工 业 等 相关 行业 的 发 展 ,由 此 产生 的 经 济 和 社会 效益 是 无 法 估量 的 。 但 是 ,这 一 计划 
的 实施 也 带 来 了 有 关 社 会 学 .伦理 学 和 法 学 等 各 方面 的 争论 ,因此 应 该 充分 考虑 彻底 破 
解 人 类 遗传 信息 可 能 带 来 的 对 人 类 工作 ,学 习 和 生活 方式 等 各 方面 的 影响 ,合理 地 .有 限 
制 地 利用 HGP 的 研究 成 果 , 最 大 限度 地 造福 人 类 。 

2，HapMap 计划 

HapMap 计划 的 目标 是 构建 人 类 DNA 序列 中 多 态 位 点 的 常见 模式 , 即 单 体型 图 ,从 
而 建立 一 个 可 帮助 研究 者 发 现 人 类 疾病 及 其 对 药物 反应 的 相关 基因 的 免费 公众 资源 ( 参 
看 http://hapmap. ncbi. nlm. nih. gov) 。 该 项 目 正 式 开始 于 2002 年 10 月 的 一 次 会 议 , 原 
计划 进行 3 年 的 时 间 。 有 六 个 国家 的 公立 和 私营 机 构 参 与 了 HapMap 计划 。 这 六 个 国 
家 包括 中 国 、 日 本 英国 .加拿大 .尼日利亚 和 美国 。 

HapMap 计划 需要 通过 比较 不 同 个 体 的 基因 组 序列 来 确定 染色 体 上 共有 的 变异 区 
域 。 计 划 初 期 收集 了 祖先 来 自 非洲 、 亚 洲 和 欧洲 的 四 个 群体 。 与 这 些 群 体 的 成 员 们 的 交 
流 所 产生 的 潜在 的 伦理 学 问题 ,也 为 对 同样 群体 进行 研究 提供 了 宝贵 经 验 。 

大 多 数 常 见 的 疾病 ,如 糖尿 病 、 瘤 证. 中 风 、 心 脏 病 . 抑 郁 症 和 哮 轴 等 ,受众 多 基因 以 
及 环境 因子 共同 作用 。 任 意 两 个 不 相关 的 人 在 DNA 序列 上 有 99. 9%% 是 相同 的 , 剩 下 的 
那 0.1%% 所 占 比 例 甚 少 , 但 由 于 包含 了 遗传 上 的 差异 因素 ,就 非常 重要 。 这 些 差异 造成 人 
们 夫 患 疾病 的 不 同 风险 和 对 药物 的 不 同 反应 。 因 此 ,发 现 这 些 与 常见 疾病 相关 的 DNA 
序列 上 的 多 态 位 点 ,是 了 解 引起 人 类 疾病 的 复杂 原因 的 最 重要 途径 之 一 。 

在 基因 组 中 ,不 同 个 体 的 DNA 序列 上 有 多 个 SNP 位 点 。 合 如, 某 些 人 的 染色 体 上 
某 个 位 置 的 碱 基 是 A, 而 另 一 些 人 的 染色 体 的 相同 位 置 上 的 碱 基 则 是 G。 同 一 位 置 上 的 
每 个 碱 基 类 型 叫 作 一 个 等 位 位 点 。 除 性 染色 体外 ,每 个 人 体内 的 染色 体 都 有 两 份 。 一 个 
人 所 拥有 的 一 对 等 位 位 点 的 类 型 被 称 作 基因 型 。 对 上 述 SNP 位 点 而 言 , 一 个 人 的 基因 
型 有 三 种 可 能 性 ,分别 是 AA,AG 或 GG。 基 因 型 这 一 名 称 既 可 以 指 个 体 的 某 个 SNP 的 
等 位 位 点 ,也 可 以 指 基 因 组 中 很 多 SNP 的 等 位 位 点 。 鉴 定 一 个 人 的 基因 型 称 为 基因 分 
型 (genotyping) 。 

据 估 计 , 人 类 的 所 有 群体 中 大 约 存在 四 百 万 多 个 SNP 位 点 ,其 中 稀有 的 SNP 位 点 的 
频率 至 少 有 1% 。 相 邻 SNP 的 等 位 位 点 倾向 于 以 一 个 整体 遗传 给 后 代 。 位 于 染色 体 上 
某 一 区 域 的 一 组 相关 联 的 SNP 等 位 位 点 称 为 单 体型 (haplotype)。 大 多 数 染色 体 区 域 只 
有 少数 几 个 常见 的 单 体型 ,它们 代表 了 一 个 群体 中 人 与 人 之 间 的 大 部 分 多 态 性 。 一 个 染 
色 体 区 域 可 以 有 很 多 SNP 位 点 ,但 是 只 用 少数 几 个 标签 SNP, 就 能 够 提供 该 区 域内 大 多 
数 的 遗传 多 态 模式 。 

单 体型 图 描述 了 人 类 常见 的 遗传 多 态 模式 , 它 包 括 染色 体 上 具有 成 组 紧密 关联 SNP 
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的 区 域 ,这 些 区 域 中 的 单 体型 ,以 及 这 些 单 体型 的 标签 SNP, 同 时 ,还 有 那些 SNP 位 点 关 
联 不 紧密 的 区 域 。 

研究 者 一 般 通 过 比较 患者 和 非 患者 来 发 现 影响 某 种 疾病 (如 糖尿 病 ) 的 基因 。 在 两 
组 单 体型 频率 不 同 的 染色 体 区 域 ,就 有 可 能 包含 疾病 相关 基因 。 理 论 上 ,研究 者 通过 对 
全 部 SNP 位 点 都 进行 基因 分 型 ,也 能 够 寻找 到 这 样 的 区 域 。 但 是 ,用 这 种 方法 进行 检定 
的 成 本 过 于 昂贵 。 通 过 HapMap 计划 将 鉴定 出 20 一 100 万 个 标签 SNP 位 点 ,从 而 提供 
与 SNP 位 点 大 致 相同 的 图 谱 信息 。 这 样 就 大 幅度 地 减少 了 成 本 ,使 研究 易于 进行 。 

3. ENCODE 计划 

2003 年 9 月 ,美国 国立 人 类 基因 组 研究 院 (National Human Genome Research 
Institute，NHOGRI) 启动 了 又 一 跨国 研究 项 目 一 DNA 元件 百 科 全 书 ”(the 
Encyclopedia of DNA Elements，ENCODE) 计 划 。 该 项 目 旨 在 解析 人 类 基因 组 中 的 所 有 
功能 性 元 件 , 它 是 HGP 完成 之 后 ,又 一 重要 的 跨国 基因 组 学 研究 项 目 。 

经 过 9 年 多 的 研究 ,2012 年 9 月 5 日 ,国际 科学 界 宣 布 ENCODE 计划 获得 了 迄今 最 
详细 的 人 类 基因 组 分 析 数 据 , 由 于 其 成 果 非 常 复杂 ,以 30 余 篇 论文 的 形式 同时 发 表 , 其 
中 的 30 篇 论文 发 表 于 Natiuwzre(6 篇 ) ,Genrome Research (6 篇 ) 和 Geroe Biology(18 篇 ) 
上 。 文 章 作者 就 达 442 位 ,来 自 美国 .英国 ,西班牙 ,新加坡 和 日 本 的 32 个 实验 室 , 共 获 
得 并 分 析 了 超过 15 万 亿 字 节 的 原始 数据 ,目前 已 经 全 部 公布 ,任何 人 均 可 公开 免费 获 
得 。 整 个 研究 花费 了 约 300 年 的 计算 机 时 间 , 对 147 个 组 织 类 型 进行 了 分 析 , 以 确定 哪 
些 能 打开 和 关闭 特定 的 基因 ,以 及 不 同类 型 细胞 之 间 的 “开关 ?存在 什么 差异 。 本 次 公布 
的 数据 显示 ,人 类 基因 组 内 的 非 编 码 DNA 至 少 80% 是 有 某 种 特定 的 生物 学 功能 ,而 并 
非 之 前 认为 的 “垃圾 2DNA。 

已 公布 的 成 果 主 要 包括 以 下 几 个 部 分 :(1) 转录 因子 的 足迹 分 析 。 对 41 种 不 同 的 细 
胞 和 组 织 类 型 进行 基因 组 DNA 酶 工 足 印 分 析 , 研 究 人 员 在 DNA 调节 区 内 鉴定 出 4 500 
万 个 转录 因子 结合 事件 ,从 而 代表 着 这 些 转录 因子 与 840 万 个 不 同 的 短 DNA 序列 元 件 
存在 差异 性 地 结合 。(2) 人 基因 组 DNA 元 件 集 成 百科 全 书 。ENCODE 项 目 系 统 性 地 描 
绘 出 人 基因 组 上 的 转录 区 域 ,转录 因子 结合 .染色 质 结 构 和 组 蛋白 修饰 。 根 据 这 些 数 据 ， 
研究 人 员 将 生化 功能 分 配 到 80%% 的 人 基因 组 ,特别 是 在 已 得 到 很 好 研究 的 蛋白 编码 序列 
之 外 的 区 域 。(3) 人 细胞 转录 全 景 图 。RNA 是 基因 组 编码 的 遗传 信息 的 直接 输出 。 细 胞 
的 大 部 分 调节 功能 都 集中 在 RNA 的 合成 .加工 和 运输 修饰 和 翻译 之 中 。 研 究 人 员 证 实 ， 
75 久 的 人 基因 组 能 够 发 生 转 录 。(4) 人 基因 组 中 可 访问 的 染色 质 全 景 图 。DNA 酶 ] 超 敏感 
位 点 (DNase [hypersensitive site，DHS) 是 调节 性 DNA 序列 的 标记 物 。 研 究 人 员 通 过 对 
125 个 不 同 的 细胞 和 组 织 类 型 进行 全 基因 组 谱 分 析 而 鉴定 出 大 约 290 万 个 人 DHS, 并 且 
首次 大 范围 地 绘制 出 人 DHS 图 谱 。(5) 人 基因 组 调控 网 络 结构 。 为 了 确定 人 转录 调节 
网 络 的 作用 原理 ,研究 人 员 在 450 多 项 基因 组 实验 中 研究 了 119 个 转录 相关 因子 的 结合 
信息 。 他 们 发 现 转录 因子 的 组 合 性 结合 是 高 度 环境 特异 性 的 :转录 因子 的 不 同 组 合 结合 
在 特异 性 的 基因 组 位 置 上 。 他 们 对 所 有 的 转录 因子 进行 组 装 而 产生 一 个 层次 结构 ,并 且 
将 它 与 其 他 基因 组 信息 整合 在 一 起 形成 一 个 严密 而 又 庞大 的 调节 性 网 络 。(6) 基因 局 
动 子 的 远 功 离 相互 作用 全 景 图 。 在 ENCODE 项 目 中 ,研究 人 员 选 择 1% 的 基因 组 作为 项 
目 试点 区 域 , 并 且 利 用 染色 体 构 象 捕获 碳 拷贝 (chromosome conformation capture carbon 
copy，5C) 技 术 ,来 综合 性 地 分 析 了 这 个 区 域 中 转录 起 始 位 点 和 远 端 序列 元 件 之 间 的 相 
互 作用 。 他 们 获得 GM12878.K562 和 HeLa - S3 细胞 的 5C 图 谱 。 在 每 个 细胞 系 ,他 们 
发 现 启动 子 和 远 端 序列 元 件 之 间 存 在 1 000 多 个 远 距 离 相 互 作 用 。 并 且 利 用 5C 技术 来 
综合 性 地 分 析 了 这 个 区 域 中 转录 起 始 位 点 和 远 端 序列 元 件 之 间 的 相互 作用 。(7) 果 蝇 
和 人 的 转录 因子 结合 位 点 变异 分 析 。 研 究 人 员 将 ENCODE 项 目 产 生 的 转录 因子 结合 
谱 、 他 们 之 前 发 布 的 数据 以 及 其 他 的 人 和 果 蝇 等 基因 系 中 基因 组 变异 数据 来 源 结 合 在 一 
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起 ,从 而 研究 转录 因子 结合 位 点 的 变异 性 。(8) 利用 调节 物 组 数据 库 标 注 个 人 基因 组 中 
的 功能 性 变异 。 开 发 出 的 调节 物 组 数据 库 能 够 指导 人 们 理解 人 基因 组 中 调节 性 序列 上 
发 生 的 变异 。 调 节 物 组 数据 库 包 括 来 自 ENCODE 和 其 他 来 源 的 高 通 量 的 实验 数据 , 计 
算 预 测 和 人 工 标注 以 鉴定 出 潜在 性 的 调节 性 序列 变异 体 。 

如 果 说 人 类 基因 组 计划 提供 了 一 张 地 图 ,那么 ENCODE 计划 就 在 这 张 地 图 上 标 出 
了 各 基因 的 功能 信息 。 虽 然 ENCODE 只 分 析 了 147 种 不 同类 型 的 细胞 ,但 总 数 上 于。 
如 果 还 检测 其 他 类 型 的 细胞 ,功能 可 能 会 出 现 比例 分 化 。ENCODE 对 于 DNA 上 调控 基 
因 表达 的 体系 做 了 详细 和 深 入 的 解析 ,这 些 知 识 结合 其 他 研究 所 获得 的 大 量 疾病 相 关 基 
因 ,就 可 能 帮助 科学 家 针对 这 些 基 因 的 关键 元 件 设 计 药 物 靶 点 ,或 者 针对 不 同 个 体 易 感 
基因 上 功能 元 件 的 多 态 性 设计 个 体 化 治疗 方案 ,达到 有 的 放 矢 的 治疗 目的 。 

ENCODE 被 认为 是 HGP 之 后 国际 科学 界 在 基因 研究 领域 取得 的 又 一 重大 进展 。 
2012 年 12 月 21 日 ,ENCODE 项 目 被 Science 评 为 本 年 度 十 大 科学 突破 之 一 。 

4. 千 人 基因 组 计划 

“国际 千 人 基因 组 计划 ?” 自 2008 年 1 月 22 日 启动 ,测序 的 总 任务 为 1 200 个 人 ( 故 称 
为 千 人 基因 组 计划 ), 旨 在 绘制 迄今 为 止 最 详尽 .最 有 医学 应 用 价值 的 人 类 基因 组 遗传 多 
态 性 图 谱 。 该 计划 依托 中 国 次 圳 华 大 基因 研究 院 、 英 国 桑 格 研究 所 .美国 国立 人 类 基因 
组 研究 所 。 

华 大 基因 研究 院 作为 发 起 单位 之 一 ,不 仅 承 担 了 400 个 黄种 人 全 基因 组 样本 的 测序 
和 分 析 工 作 ,而 且 还 帮助 完成 了 非洲 人 群 的 全 部 测序 和 分 析 任 务 。 

“ 千 人 基因 组 计划 ?测序 的 人 群 包 括 :尼日利亚 伊 巴 丹 区 域 的 约 鲁 巴 人 ;居住 于 日 本 
东京 的 日 本 人 ;居住 于 北京 的 中 国人 ;美国 犹他 州 的 北欧 和 西欧 人 后 裔 ;肯尼亚 Webuye 
的 Luhya 人 和 Kinyawa 的 Maasai 人 ;意大利 的 Toscani 居民 :居住 于 美国 休斯敦 的 
Gujarati 印第安 人 ;居住 于 美国 丹佛 的 华裔 ;居住 于 美国 洛杉矶 的 墨西哥 人 后 毅 ; 居 住 于 
美国 西南 部 的 非洲 人 后 裔 。 

这 是 科学 界 首次 实现 千 人 规模 以 上 的 基因 组 对 比分 析 , 这 一 规模 可 以 帮助 发 现 一 些 
军 见 的 基因 变异 ,比如 携带 者 占 总 人 口 比例 不 到 1% 的 基因 变异 。 这 些 罕见 基因 变异 或 
许 与 疾病 有 关 , 例 如 可 能 增加 心脏 病 或 癌症 的 患 病 风 险 ,对 基因 变异 进行 研究 有 助 于 开 
发 预防 .治疗 相关 疾病 的 方法 。 

2012 年 11 月 “ 千 人 基因 组 计划 ”的 研究 人 员 在 Nature 上 发 布 了 1 092 人 的 基因 数 
据 , 这 一 成 果 将 有 助 于 更 广泛 地 分 析 与 疾病 有 关 的 基因 变异 。 根据 已 获得 的 基因 数据 ， 
每 个 看 起 来 很 健康 的 人 其 实 都 携 有 数 百 个 军 抑 的 基因 变异 ;其 中 有 些 基因 变异 已 证 实 与 
某 些 疾病 风险 有 关 。 这 些 基 因 变 异 究竟 在 什么 情况 下 才 会 实际 瑞 加 患 病 风险 ,是 今后 深 
人 研究 的 目标 。 

由 于 这 1 092 名 基因 提供 者 的 分 布地 域 较 广 ,此 次 发 布 的 数据 也 为 今后 的 基因 研究 
提供 了 一 份 可 供 参 考 的 “基因 地 图 ”。 如 果 要 对 一 个 人 的 基因 组 进行 分 析 , 就 可 以 不 再 泛 
泛 地 找 一 些 人 的 基因 组 用 于 比 对 ,而 是 直接 调用 他 们 长 期 生活 区 域 的 人 群 基因 组 数据 ， 
开展 更 有 针对 性 的 比较 。 

上 述 成 果 见 证 了 基因 组 研究 的 快速 发 展 , 想 当初 HGP 耗费 10 多 年 才 在 2003 年 绘 
出 一 个 人 的 完整 基因 组 图 谱 , 而 “ 千 人 基因 组 计划 ? 短 短 4 年 间 就 已 获得 超过 1 000 人 的 
基因 组 数据 。 这 些 数据 总 量 达到 200 TB, 是 世界 上 最 大 的 人 类 基因 变异 数据 集 。 根 据 
NIH 的 计算 , 千 人 基因 组 计划 的 数据 如 果 打 印 出 来 ,可 放 满 1 600 万 个 档案 柜 ; 如 果 使 用 
标准 DVD 存储 ,需要 3 万 多 张 DVD。 亚 马 逊 旗下 的 云 计 算 公 司 亚马逊 网 络 服务 
Chttps://aws. amazon. comy/cn/1000genomes) 存 储 了 这 个 庞大 的 数据 库 。 所 有 数据 都 免 
费 对 外 开放 ,这 意味 着 所 有 感 兴趣 的 研究 者 都 可 以 利用 这 些 数据 进行 研究 ,以 更 快 的 速 
度 得 出 基因 型 与 癌症 ,糖尿 病 等 疾病 间 的 关系 。 


总 之 ,这 一 计划 已 经 取得 了 两 个 重要 成 果 : 首 先是 获得 了 人 迄今 最 详尽 的 人 类 基因 多 
态 性 图 谱 ; 其 次 是 探索 出 了 研究 基因 多 态 性 的 新 技术 手段 。 

5 TCGA 

TCGA 计划 (http://cancergenome. nih. gov) 开 始 于 2004 年 ,其 目的 在 于 利用 新 一 代 
的 基因 组 测序 技术 和 生物 信息 学 手段 ,复查 和 归 类 人 类 基因 组 上 所 有 的 致 瘤 突 变 , 以 更 
好 地 了 解 癌症 发 生 的 分 子 机 制 , 从 而 提高 人 类 诊断 和 防治 癌症 的 能 力 。 

监督 该 计划 的 是 美国 国立 癌症 研究 所 (the National Cancer Institute，NCJ) 的 癌症 基 
因 组 中 心 和 国立 人 类 基因 组 研究 所 (the National Human Genome Research Institute) ,经 
费 由 美国 政府 支持 。 该 计划 采集 了 500 个 癌症 患者 的 样本 ,超过 了 大 多 数 基因 组 学 研 
究 ,通过 使 用 多 种 不 同 的 技术 分 析 样 本 ,如 基因 表达 谱 分 析 (gene expression profiling)、 
拷贝 数目 变异 谱 分 析 (Ccopy number variation profiling) 、 单 核 苷 酸 多 态 性 基因 分 型 (SNP 
genotyping)、 基 因 组 规模 DNA 甲 基 化 谱 分 析 (genome-wide DNA methylation profiling)、 
微 RNA 谱 分 析 (CmicroRNA profiling) 和 外 显 子 序 列 分 析 。TCGA 测定 了 某 些 肿瘤 的 全 
基因 组 序列 ,包括 至 少 6 000 个 候选 基因 和 miRNA 的 序列 。 其 三 年 的 先头 计划 于 2006 
年 开始 ,重点 鉴定 人 类 的 三 种 类 型 的 癌症 一 一 多 形 性 胶 质 细胞 瘤 (glioblastoma 
mnultiforme) 肺癌 和 卵 梨 癌 ,到 2009 年 再 扩大 到 第 二 个 阶段 , 即 在 2014 年 完成 20 一 25 
种 不 同 的 肿瘤 的 基因 组 定性 和 序列 分 析 , 完 成 计划 中 所 有 样本 80%% 全 部 外 显 子 和 全 基 
因 组 序列 的 测定 。 

TCGA 最 后 超额 完成 了 最 初 制定 的 目标 , 共 确 定 了 33 种 癌症 ,其 中 包括 10 种 罕见 
的 肿瘤 。 所 有 靶 向 测序 均 使 用 了 杂交 捕获 (hybrid-capture) 测 序 技术 。 

二 功能 基因 组 学 

功能 基因 组 学 是 以 全 面 研究 基因 的 功能 为 中 心 ,并 结合 基因 功能 解决 生物 医学 中 的 
基础 和 应 用 问题 ,这 些 功 能 直接 或 间接 与 基因 转录 有 关 , 因 此 狭义 的 功能 基因 组 学 是 研 
究 细 胞 .组 织 和 器 官 在 特定 条 件 下 的 基因 表达 。 广 义 地 讲 ,功能 基因 组 学 是 结合 基因 组 
来 定量 分 析 不 同时 空 表 达 的 mRNA 谱 、 和 蛋白 质谱 和 代谢 产物 谱 , 所 有 高 通 量 研究 基因 组 
功能 都 归于 功能 基因 组 学 的 研究 范畴 。 功 能 基因 组 学 除了 转录 组 学 (transcriptomics)、 
蛋白 质 组 学 (proteomics) 和 代谢 组 学 (metabolomics) 以 外 ,还 包括 在 此 基础 上 产生 的 不 同 
分 支 ,如 表 观 基因 组 学 (epigenomics)、 宏 基因 组 学 (metagenomics) 和 比较 基因 组 学 
(comparative genomics) 等 等 ,它们 都 是 以 -omices 为 后 缀 的 新 学 科 。 

基因 多 态 性 研究 虽然 属于 结构 基因 组 学 的 范畴 ,但 与 功能 基因 组 学 密 不 可 分 ,重点 
是 研究 基因 多 态 性 与 表 型 的 关系 ,因此 是 功能 基因 组 研究 中 必 不 可 少 的 内 容 。 

功能 基因 组 学 研究 涉及 众多 的 新 技术 ( 见 第 十 三 章 分 子 生 物 学 方法 ) ,包括 生物 信 
息 学 技术 .生物 芯片 技术 ,转基因 技术 .基因 敲 除 . 获 减 技术 .酵母 双 杂 交 技 术 (Yeast two- 
hybrid system) 基因 表 达 谱 系 分 析 蛋白质 组 学 技术 和 高 通 量 细 胞 筛选 技术 等 等 。 利 用 
这 些 新 的 技术 ,可 以 解决 有 关 基 因 功 能 研究 中 的 基本 问题 :基因 何 时 开始 表达 ;基因 表达 
产物 定位 于 何 处 :该 基因 将 与 其 他 哪些 基因 相互 影响 ;该 基因 如 出 现 突变 将 会 导致 什么 
后 果 等 。 

(一 ) 转录 组 与 转录 组 学 

随 着 越 来 越 多 的 基因 得 以 测序 , 接 下 来 的 问题 就 是 :这 些 基因 的 功能 是 什么 、 不 同 的 
基因 参与 了 哪些 细胞 内 不 同 的 生命 过 程 . 基 因 表 达 的 调控 .基因 与 基因 产物 之 间 的 相互 
作用 以 及 相同 的 基因 在 不 同 的 细胞 内 或 者 疾病 和 治疗 状态 下 表达 水 平等 等 。 因 此 ,在 人 
类 基因 组 项 目 后 ,转录 组 的 研究 迅速 受到 研究 人 员 的 青睐 。 转 录 组 学 就 是 在 基因 组 学 后 
发 展 起 来 的 一 门 学 科 , 其 研究 的 对 象 就 是 细胞 在 某 一 功能 状态 下 的 转录 组 。 

以 DNA 为 模板 合成 RNA 的 转录 过 程 是 基因 表达 的 第 一 步 ,也 是 基因 表达 调控 的 
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关键 环节 。 转 录 组 就 是 转录 后 的 所 有 mRNA 的 总 称 。 与 基因 组 不 同 的 是 ,转录 组 的 定 
义 中 包含 了 时 间 和 空间 的 限定 。 一 方面 ,同一 细胞 在 不 同 的 生长 时 期 及 生长 环境 下 ,其 
基因 表达 情况 是 不 完全 相同 的 ; 另 一 方面 ,不 同类 型 的 细胞 基因 表达 也 不 相同 。 例 如 , 脑 
组 织 或 心肌 组 织 等 分 别 只 表达 全 部 基因 中 不 同 的 30 双 而 显示 出 组 织 的 特异 性 。 

转录 组 谱 可 以 提供 什么 条 件 下 什么 基因 表达 的 信息 ,并 据 此 推断 相应 未 知 基 因 的 功 
能 ,揭示 特定 调节 基因 的 作用 机 制 。 通 过 这 种 基于 基因 表达 谱 的 分 子 标签 ,不 仅 可 以 辩 
别 细胞 的 表 型 归属 ,还 可 以 用 于 疾病 的 诊断 。 例 如 :阿尔 茨 海上 默 病 (Alzheimer s diseases， 
AD) 中 ,出 现 神经 元 纤维 缠 结 的 大 脑 神 经 细胞 基因 表达 谱 就 有 别 于 正常 神经 元 , 当 病 理 
形态 学 尚未 出 现 纤维 缠 结 时 ,这 种 表达 谱 的 差异 即 可 以 作为 分 子 标 志 直 接 对 该 病 进行 诊 
断 。 同 样 对 那些 临床 表现 不 明显 或 者 缺乏 诊断 标准 的 疾病 也 具有 诊断 意义 ,如 自 闭 证 
Cautism) 。 目 前 对 自 闵 症 的 诊断 要 靠 长 达 十 多 个 小 时 的 临床 评估 才能 做 出 判断 。 基 础 
研究 证 实 自 闭 症 不 是 由 单一 基因 引起 ,而 很 可 能 是 由 一 组 不 稳定 的 基因 造成 的 一 种 多 基 
因 病 变 , 通 过 比 对 正常 人 群 和 患者 的 转录 组 差异 ,筛选 出 与 疾病 相关 的 具有 诊断 意义 的 
特异 性 表达 差异 ,一旦 这 种 特异 的 差异 表达 谱 被 建立 ,就 可 以 用 于 自 财 症 的 诊断 ,以 便 能 
更 早 地 甚至 可 以 在 出 现 自 闭 症 临床 表现 之 前 就 对 疾病 进行 诊断 ,并 及 早 开 始 干预 治疗 。 
转录 组 的 研究 应 用 于 临床 的 另 一 个 例子 是 可 以 将 表面 上 看 似 相 同 的 病症 分 为 多 个 亚 型 ， 
尤其 是 对 原 发 性 恶性 肿瘤 ,通过 转录 组 差异 表达 谱 的 建立 ,可 以 详细 描绘 出 患者 的 生存 
期 以 及 对 药物 的 反应 等 等 。 

目前 用 于 转录 组 数据 获得 和 分 析 的 方法 主要 有 基于 杂交 技术 的 芯片 技术 包括 
cDNA 芯片 和 寡 聚 核 苷 酸 芯 片 ,基于 序列 分 析 的 基因 表达 系列 分 析 (serial analysis of 
gene expression，SAGE) 和 大 规模 平行 信号 测序 (massively parallel signature sedquencing， 
MPSS) 系 统 。 

1991 年 ,Affymetrix 公司 在 Southern 印迹 基础 上 ,开发 出 世界 上 第 一 块 守 核 苷 酸 基 
因 芯 片 , 自 此 微 阵列 或 基因 芯片 技术 得 到 迅速 发 展 和 广泛 应 用 ,已 成 为 功能 基因 组 研究 
中 最 主要 的 技术 手段 。 但 是 ,芯片 技术 需要 准备 基因 探 针 ,所 以 可 能 漏 掉 那些 表达 丰 度 
不 高 但 很 重要 的 未 知 调节 基因 。SAGE 是 近年 来 发 展 的 以 测序 为 基础 的 分 析 特 定 组 织 
或 细胞 类 型 中 基因 群体 表达 状态 的 一 项 技术 。 其 显著 特点 是 快速 高 效 地 、 接 近 完 整地 获 
得 基因 组 的 表达 信息 。SAGE 可 以 定量 分 析 已 知 基 因 及 未 知 基 因 表 达 情 况 , 在 疾病 组 
织 . 癌 细胞 等 差异 表达 谱 的 研究 中 ,SAGE 可 以 帮助 获得 完整 转录 组 学 图 谱 、 发 现 新 的 基 
因 及 其 功能 、 作 用 机 制 和 通路 等 信息 。MPSS 是 对 SAGE 的 改进 , 它 能 在 短 时 间 内 检测 
细胞 或 组 织 内 全 部 基因 的 表达 情况 ,是 功能 基因 组 研究 的 有 效 工 具 。MPSS 技术 对 于 致 
病 基 因 的 识别 .揭示 基因 在 疾病 中 的 作用 、 分 析 药 物 的 药 效 等 都 非常 有 价值 ,该 技术 的 发 
展 将 在 基因 组 功能 方面 及 其 相关 领域 研究 中 发 挥 巨大 的 作用 。 

(二 ) 蛋白 质 组 与 蛋白 质 组 学 

在 20 世纪 80 年 代 初 ,在 基因 组 计划 提出 之 前 ,就 有 人 提出 过 类 似 的 蛋白 质 组 计划 ， 
当时 称 为 人 类 和 蛋 白质 索 引 (Human Protein Index) , 旨 在 分 析 细 胞 内 所 有 的 蛋白 质 。 但 由 
于 种 种 原因 ,这 一 计划 被 搁浅 。1994 年 ,Marc Wilkins 提出 了 蛋白质 组 的 概念 。1996 
年 ,澳大利亚 建立 了 世界 上 第 一 个 蛋白 质 组 研究 中 心 一 一 澳洲 蛋白 质 分 析 中 心 
(CAustralia Proteome Analysis Facility，APAF)。 随 后 ,丹麦 、 加拿大 .日 本 和 瑞士 相继 成 
立 了 蛋白质 组 研究 中 心 。 在 后 基因 组 时 代 , 虽 然 已 经 掌握 了 多 种 生物 体 的 基因 组 序列 信 
息 , 并 且 运 用 基因 测序 也 发 现 了 许多 新 的 基因 ,但 对 很 多 基因 的 功能 还 一 无 所 知 。 即 使 
是 一 些 已 被 深入 研究 的 模式 生物 ,如 大 肠 杆菌 以 及 酵母 ,仍然 有 不 少 基因 的 功能 不 明 。 
为 了 研究 基因 组 中 每 一 个 基因 的 功能 ,有 必要 发 展 一 些 大 规模 ,高 通 量 .能够 集中 反映 基 
因 功 能 的 实验 技术 。 作 为 功能 基因 组 学 的 一 个 分 支 , 蛋 白 组 学 应 运 而 生 。 和 蛋白 组 学 是 对 
蛋白 质 性 质 和 功能 的 大 规模 研究 ,包括 对 蛋白 质 的 表达 水 平 、 翻 译 后 加 工 以 及 与 其 他 分 
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子 的 相互 作用 的 研究 ,从 而 可 以 得 到 细胞 进程 在 蛋白 质 水 平 上 的 宏观 映 象 。 蛋 白质 作为 
mRNA 的 翻译 产物 ,在 细胞 中 行使 着 绝 大 部 分 的 功能 ,但 是 ,蛋白 质 水 平 与 mRNA 水 平 
之 间 并 不 一 定 有 严格 的 线性 关系 。 实 验证 明 , 组 织 中 mRNA 丰 度 与 蛋白 质 丰 度 的 相关 
性 并 不 好 ,尤其 对 于 低 丰 度 蛋 白质 来 说 ,相关 性 更 差 。 蛋 白质 复杂 的 翻译 后 加 工 、 蛋 白质 
的 亚 细 胞 定位 或 分 拣 , 蛋 白质 -蛋白 质 相 互 作用 等 都 几乎 无 法 从 mRNA 水 平 来 判断 。 蛋 
白质 本 身 的 存在 形式 和 活动 规律 ,只 能 靠 直接 研究 蛋白 质 来 解决 。 

蛋白质 组 学 也 可 以 分 为 结构 蛋白 质 组 学 和 功能 蛋白 质 组 学 。 前 者 需要 将 一 蛋白 质 
组 内 的 各 种 蛋白 质 进 行 分 离 和 鉴定 ,其 主要 研究 方向 包括 蛋白 质 氨基 酸 序列 以 及 三 维 结 
构 的 解析 种 类 分 析 和 数量 确定 :后 者 则 以 蛋白 质 的 功能 和 相互 作用 为 主要 目标 。 

高 通 量 分 离 蛋 白质 的 主要 方法 是 二 维 电 泳 或 双向 电泳 (twordimensional 
electrophoresis) 。 这 项 技术 起 源 于 20 世纪 70 年 代 , 应 用 了 30 多 年 并 已 建立 了 多 种 不 同 
细胞 及 组 织 类 型 的 资料 库 。- 双 癌 电 访 是 依据 等 电 点 和 大 小 的 不 同 在 电场 中 将 不 同和 蛋白 
质 分 开 ,在 平面 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 上 形成 一 个 二 维 的 图 谱 。 双 向 电泳 需要 先进 行 一 次 等 电 


块 普 通 的 二 维 凝 胶 可 以 分 辨 出 2 000 种 蛋白 质 ,即使 最 熟练 的 技术 员 用 最 好 的 凝 胶 也 只 
能 分 辨 出 11 000 种 蛋白 质 。 

蛋白 质 经 二 维 电泳 分 离 后 ,可 以 将 单个 的 蛋白 样 点 从 凝 胶 中 切割 出 来 ,用 蛋白 水 解 
酶 消化 成 多 个 多 肽 片段 ,用 质谱 仪 进行 分 析 。 目 前 有 两 种 主要 方法 :基质 辅助 激光 解析 
电离 飞行 质谱 (matrbxeassisted laser desorption ionizatiorrtime of fight mass spectrometry， 
MALDI - TOF MS) 和 电 喷 雾 电 离 串 联 质 谱 (electrospray ionizationrtandem mass 
spectrometry，ESI- MS) 。 前 者 可 获得 多 肽 片段 质量 的 资讯 ,后 者 可 获得 多 肽 片段 详细 
的 资料 。 虽 然 两 种 操作 的 方式 截然 不 同 , 但 其 原理 都 是 带电 粒子 在 磁场 中 ,运动 的 速度 
和 轨迹 依 粒 子 的 质 荷 比 的 不 同 而 变化 ,从 而 来 判断 粒子 的 质量 和 特性 。 

在 每 一 个 细胞 的 生命 进程 中 ,大 多 数 蛋 白质 通过 直接 的 物理 相互 作用 与 其 他 蛋白 质 
共同 行使 功能 。 通 过 掌握 能 够 与 某 种 蛋白 质 发 生 相 互 作 用 的 一 些 蛋 白质 的 特性 , 便 可 推 
断 出 该 蛋白 的 功能 。 例 如 ,一 个 功能 未 知 的 蛋白 质 被 发 现 与 一 系列 参与 细胞 生长 有 关 的 
蛋白 质 有 相互 作用 ,那么 可 以 推测 该 未 知 蛋 白质 很 可 能 也 参与 了 类 似 的 细胞 生长 过 程 。 
因此 绘制 细胞 中 有 蛋白质- 蛋白 质 相 互 作 用 的 图 谱 , 对 了 解 蛋白 质 的 细胞 生物 学 属性 有 重 
赤 意 尽 。  。 

酵母 双 杂 交 系 统 是 一 种 广泛 运用 于 大 范围 内 蛋白质 -蛋白 质 相 互 作 用 的 研究 方法 
(参看 第 十 三 章 分 子 生 物 学 方法 ); 蛋 白质 芯 片 可 以 用 于 和 蛋白质 相互 作用 的 体外 研究 。 
蛋白 质 芯片 在 研发 上 有 一 定 难 度 , 因 为 蛋白 质 拥 有 十 分 精密 的 三 维 立体 结构 ,而 且 必 须 
被 固定 在 芯片 的 表面 。 目 前 ,许多 大 规模 研究 蛋白 -蛋白 相互 作用 的 蛋白 芯片 正在 研发 
当中 。 基 于 现 已 掌握 的 基因 组 测序 信息 ,计算 机 分 析 也 已 经 被 广泛 运用 于 预测 蛋白 质 之 
间 的 功能 性 相互 作用 。 计 算 机 分 析 能 够 快速 的 描绘 出 许多 生物 个 体 的 蛋白 质 - 蛋 白质 相 
互 作 用 图 谱 , 指 导 运 用 实验 方法 准确 地 绘制 出 整个 基因 组 规模 上 的 蛋白 质 - 蛋 白质 相互 
作用 图 谱 。 

总 之 ,蛋白 质 组 学 是 当今 生命 与 生物 技术 最 活跃 .最 前 沿 . 应 用 最 广泛 的 领域 之 一 。 
就 像 在 研究 基因 组 中 ,最 吸引 人 的 是 我 们 人 类 自己 的 基因 组 一 样 ,在 研究 蛋白 质 组 中 ,最 你 认为 一 个 人 的 肝 
吸引 人 的 同样 是 我 们 人 类 自己 的 蛋白 质 组 。 为 了 早日 搞 清 楚 人 类 的 蛋白 质 组 ,2001 年 4 细胞 与 也 亲 巴 细胞 在 基因 
月 ,在 美国 成 立 了 国际 人 类 蛋白质 组 研究 组 织 (Human Proteome Organization，HUPO) ，。 组、 转录 组 ` 蛋 自 质 组 和 代谢 
此 后 在 欧洲 ,亚太 地 区 也 都 成 立 了 区 域 性 蛋白 质 组 研究 组 织 ,试图 通过 合作 的 方式 ,融合 “we 
各 方面 的 力量 ,推进 对 人 类 蛋白质 组 的 研究 。2003 年 ,有 两 个 重要 的 类 似 HGP 的 人 类 
和 蛋白质 组 研究 计划 几乎 同时 被 提出 来 :一 是 人 类 和 蛋白质 图 集 (Human Protein Atlas， 名 二 
HPA) 项 目 , 二 是 人 类 蛋白质 组 计划 (human proteome project，HPP) 。 
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1，HPA 计划 

HPA 计划 于 2003 年 启动 ,由 瑞典 一 家 非 营 利 组 织 一 一 KAW 基金 会 (Knut and 
Alice Wallenberg Foundation ) 资助 ,主要 由 瑞典 皇家 理工 学 院 (Royal Institute of 
Technology) 负 责 协 调和 实施 。 它 也 是 一 个 十 分 浩大 的 工程 , 旨 在 了 解 人 体 各 个 组 织 和 
细胞 中 都 有 哪些 基因 编码 的 蛋白 质 在 表达 ,从 而 对 人 体内 的 蛋白 质 有 一 个 整体 的 认识 ， 
这 有 助 于 对 蛋白质 的 功能 获得 更 精细 ,更 清晰 的 了 解 ,也 有 助 于 我 们 探究 遗传 变异 对 人 
体 生 理 的 影响 作用 ,还 可 以 帮助 新 药 开 发 人 员 预 测 候 选 药物 与 蛋白 质 的 作用 位 点 ,也 可 
以 帮助 预测 药物 的 副作用 ,包括 对 膜 蛋 白 的 认识 。 由 于 膜 重 白 是 将 各 种 分 子 转运 进出 细 
胞 的 重要 通道 ,所 以 通过 对 膜 蛋 白 的 了 解 , 也 可 以 认识 另外 一 个 非常 重要 的 组 一 一 分 这 
组 (secretome), 即 机 体 在 健康 或 者 患 病状 态 下 由 细胞 分 刻 出 来 的 所 有 蛋白质 的 总 和 。 

2014 年 5 月 29 日 , 即 在 HPA 计 划 开 展 十 年 之 后 , Natare 报道 了 由 瑞典 皇家 理工 学 
院 的 Mathias Uhlkn 领导 的 该 项 目的 主要 成 果 : 在 从 近 300 个 瑞典 人 的 不 同 器 官 中 提取 
了 48 个 正常 组 织 和 20 个 癌 组 织 , 用 免 源 抗体 取得 并 研究 了 这 些 组 织 的 1 300 多 万 张 “图 
像 ”。 通 过 制备 出 荧光 标记 抗体 ,将 其 应 用 于 保存 组 织 的 薄 切 片 , 观 察 组 织 的 颜色 以 及 附 
着 在 组 织 上 的 抗体 ,研究 人 员 绘 制 出 了 17 000 个 已 知 蛋 白质 的 图 像 。 

其 中 的 一 些 结果 十 分 有 趣 :例如 ,发现 其 中 有 2 355 种 蛋白 只 在 脑 、. 肝 或 心脏 等 特定 
的 器 官 中 表达 。 这 些 蛋 白质 在 决定 器 官 间 的 显著 差异 方面 起 着 关键 的 作用 。 在 检测 的 
所 有 组 织 和 器 官 中 , 尤 以 学 丸 表达 了 最 为 独特 的 一 些 蛋 白质 ,其 中 有 几 个 与 减 数 分 裂 
相关 。 

这 些 结果 对 于 试图 在 分 子 水 平 上 了 解 组 织 差异 的 研究 人 员 将 具有 极 大 的 价值 。 大 
多 数 的 生物 学 功能 都 依赖 于 蛋白 质 , 细 胞 内 的 蛋白 质 混合 物 决 定 了 细胞 是 什么 样子 。 了 
解 到 在 健康 个 体 的 每 个 器 官 中 生成 了 哪些 蛋白 质 , 将 使 得 研究 人 员 能 够 更 为 容易 调控 在 
疾病 中 功能 失常 的 蛋白 质 , 更 好 地 设计 出 一 些 新 药 和 治疗 方法 。 

由 于 这 一 图 谱 还 涵盖 了 20 种 恶性 肿瘤 ,其 可 以 帮助 鉴别 与 癌症 相关 的 蛋白 ,以 及 解 
释 交 组 织 与 健康 前 体 之 间 的 差异 。 

到 目前 为 止 ,在 已 知 的 2 万 种 蛋白 质 中 已 绘制 出 了 17 000 种 蛋白 质 的 图 谱 ;, 还 剩 下 
3 000 多 种 蛋白 ,相信 迟 早 会 得 到 一 份 完 整 的 人 类 和 蛋白 质 组 学 图 谱 。 

2 PR ; 

HPP 同样 是 一 项 大 规模 的 国际 性 科技 工程 ,与 HPA 平行 ,但 侧重 点 有 所 差别 , 它 旨 


_ 在 全 面 鉴定 .认识 人 类 基因 组 中 所 有 的 蛋白 质 及 其 生物 学 功能 和 在 疾病 中 的 作用 。 此 计 
划 产 生 的 大 数据 将 全 景 式 地 揭示 人 体 蛋 白质 组 成 及 其 调控 规律 ,有 助 于 解读 人 类 基因 组 


这 部 “天 书 ”。 

HPP 分 为 两 个 子 项 目 : 一 是 基于 染色 体 的 和 蛋白质 组 计划 (chromosome-based HPP， 
C- HPP), 二 是 生物 学 及 疾病 的 人 类 蛋白质 组 计划 (biology/disease HPP，B/D- HPP)。 
其 中 ,C- HPP 的 研究 对 象 是 人 体 每 一 条 染色 体 上 的 每 一 个 基因 ,而 BID- HPP 的 目标 
则 是 具有 重要 生物 学 功能 和 当今 重要 疾病 相关 的 蛋白 质 组 。C- HPP 已 经 按照 染色 体 
的 编号 分 成 25 个 研究 小 组 ,每 一 个 组 负责 一 条 染色 体 , 包 括 22 个 常 染 色 体 染色 体 、.Y 


”染色体 和 线粒体 DNA。 其 中 1.8 和 20 号 染色 体 由 中 国 大 陆 科 学 家 负责 ,4 号 染色 体 由 


台湾 科学 家 负责 ;B/D- HPP 也 按照 生物 和 疾病 的 相关 性 分 成 若干 研究 小 组 。 

翻译 组 分 析 、 质 谱 分 析 (mass spectrometry，MS) .知识 库 (knowledgebase，KB) 和 抗 
体 技术 被 HUPO 列 为 HPP 的 四 大 支柱 。 

整个 计划 已 开展 了 ?7 个 项 目 : 由 中 国 科 学 家 牵头 的 “人 类 肝脏 和 蛋白质 组 计划 ” 
(human liver Proteome project，HLPP) 美国 科学 家 牵头 的 ”人 类 血浆 蛋白 质 组 计划 ?” 
(human plasma proteome project，HPPP) ,德国 科学 家 牵头 的 ”人 类 脑 重 白质 组 计划 ?” 
(human brain proteome project，HBPP) .瑞士 科学 家 牵头 的 大 规模 抗体 计划 .英国 科学 
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家 牵头 的 蛋白 质 组 标准 计划 .加拿大 科学 家 牵头 的 模式 动物 蛋白 质 组 计划 和 日 本 科学 家 
牵头 的 糖 蛋白 质 组 织 计划 等 。 其 中 HLPP 总 部 设 在 北京 ,这 是 中 国 科 学 家 第 一 次 领导 执 
行 重大 国际 科技 协作 计划 。 

2007 年 8 月 22 日, 我国 科学 家 成 功 测定 出 6788 个 高 可 信和 度 的 中 国 成 人 肝脏 蛋白 
质 ,系统 构建 了 国际 上 第 一 张 人 类 器 官 蛋 白质 组 "蓝图 ”。2014 年 1 月 3 日 ,蛋白 质 组 研 
究 杂 志 (Joxrnaal oj _ Proteome Reseazrch) 发 布 了 专刊 ,介绍 了 HPP 的 状况 和 主要 进展 。 

2014 年 6 月 10 日 “中 国人 类 和 蛋白 质 组 计划 (CNHPP) ”全 面 局 动 实施 。 这 是 中 国 科 
学 界 万 至 世界 生命 科学 领域 一 件 具 有 里 程 碑 意义 的 大 事 。CNHPP 分 三 个 阶段 展开 。 第 
一 阶段 ,全 面 揭示 肝癌 .肺癌 .白血病 . 皮 病 等 十 大 疾病 所 涉及 主要 的 组 织 器 官 的 蛋白 质 
组 ,了 解 疾 病 发 生 的 主要 异常 ,进而 研制 诊断 试剂 .筛选 药物 ,力争 2017 年 左右 完成 ;第 
二 阶段 ,争取 覆盖 中 国人 的 其 他 常见 疾病 ,提升 中 国人 群 疾病 的 防治 水 平 ;第 三 阶段 , 实 
现 人 类 更 多 疾病 的 覆盖 。 

(三 ) 表 观 基因 组 学 

几 十 年 来 ,DNA 一 直 被 认为 是 决定 生命 遗传 信息 的 核心 物质 ,但 是 近 些 年 新 的 研究 
表明 ,生命 遗传 信息 从 来 就 不 是 基因 所 能 完全 决定 的 ,比如 科学 家 们 发 现 , 可 以 在 不 影响 
DNA 序列 的 情况 下 改变 基因 组 的 修饰 ,这 种 改变 不 仅 可 以 影响 个 体 的 发 育 , 而 且 还 可 以 
遗传 下 去 。 这 种 在 基因 组 的 水 平 上 研究 表 观 遗传 修饰 的 领域 被 称 为 “ 表 观 基因 组 学 ”。 
表 观 基因 组 学 使 人 们 对 基因 组 的 认识 又 增加 了 一 个 新 视点 :对 基因 组 而 言 , 不 仅仅 是 序 
列 包含 遗传 信息 ,而 且 其 修饰 也 可 以 记载 遗传 信息 。 

DNA 甲 基 化 所 致 基因 表 观 遗传 学 转录 失 活 已 经 成 为 肿瘤 表 观 基因 组 学 研究 的 重点 
内 容 。 基 因 组 水 平 上 研究 DNA 甲 基 化 模式 对 于 肿瘤 疾病 的 诊断 、 治 疗 和 预后 判断 具有 
重要 的 实用 价值 。 为 此 ,人 类 表 观 基因 组 协会 CHEC) 于 2003 年 宣布 正式 启动 为 期 五 年 
的 人 类 表 观 基因 组 计划 (human epigenomic. project，HEP) 。 此 计划 已 经 完成 。HEP 的 
实施 及 成 功 标志 着 人 类 表 观 基因 组 学 研究 又 跨 上 了 一 个 新 台阶 。 表 观 遗 传 修饰 主要 包 
括 DNA 分 子 的 甲 基 化 和 组 蛋白 修饰 两 类 。 表 观 组 学 研究 结合 新 一 代 高 通 量 测序 技术 及 
表 观 遗传 学 研究 方法 ,在 全 基因 组 水 平 进行 基因 调控 机 制 研究 。 

(四 ) 宏基 因 组 学 

宏基 因 组 学 又 名 微生物 环境 基因 组 学 或 元 基因 组 学 , 它 以 环境 样品 中 的 微生物 群落 
作为 对 象 , 旨 在 通过 直接 从 环境 样品 中 提取 全 部 微生物 的 DNA, 构 建 宏 基因 组 文库 , 利 
用 基因 组 学 的 研究 策略 ,对 环境 样品 所 包含 的 全 部 微生物 的 遗传 组 成 及 其 群落 功能 进行 
研究 。 

与 传统 的 微生物 个 体 研 究 相 比 , 宏 基因组 学 的 研究 手段 是 直接 从 环境 样品 中 提取 基 
因 组 DNA 后 进行 测序 分 析 。 这 种 研究 技术 具有 许多 优势 :首先 ,自然 界 的 许多 微生物 无 
法 在 实验 室 条 件 下 培养 繁殖 ,而 宏基 因 组 学 研究 不 要 求 对 微生物 进行 分 离 培养 ,从 而 大 
大 扩展 了 微生物 研究 范围 ;其 次 ,宏基 因 组 学 引入 了 宏观 生态 的 研究 理念 ,对 环境 中 微 生 
物 菌 群 的 多 样 性 及 功能 活性 等 宏观 特征 进行 研究 ,因此 可 以 更 准确 地 反映 出 微生物 生存 
的 真实 状态 ;最 后 ,结合 高 通 量 测序 技术 进行 宏基 因 组 学 研究 ,无 须 构建 克隆 文库 ,可 直 
接 对 环境 样品 中 的 基因 组 片段 进行 测序 ,这 就 避免 了 在 文库 构建 过 程 中 因 利用 宿主 菌 对 
样品 进行 克隆 而 引起 的 系统 偏差 ,从 而 简化 了 研究 的 基本 操作 ,提高 了 测序 效率 。 

通过 宕 基因组 学 的 研究 ,可 以 解决 以 下 几 个 重要 的 问题 ; 

1. 物种 鉴定 

将 所 得 序列 与 专业 数据 库 中 的 序列 进行 比 对 ,可 得 出 样品 中 所 含 物种 的 信息 ,所 用 
序列 通常 为 16S rRNA 细菌 ) 或 18S rRNA( 真 核 生 物 ) 等 兼 具 保 守 及 高 变 特性 的 序列 。 

2. 多 样 性 统计 学 分 析 

将 所 得 序列 进行 聚 类 ,得 到 相应 的 分 类 操作 单元 ,所 用 序列 也 通常 为 16S rRNA 或 
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18S rRNA 等 。 通 过 统计 学 手段 ,对 环境 样品 中 的 主要 成 分 及 不 同样 品 间 的 明显 差异 因 
素 进 行 分 析出 ,结合 物种 鉴定 ,可 以 得 到 关键 菌 群 。 

3. 宏基 因 组 寿 接 

对 环境 样品 DNA 进行 大 规模 测序 后 ,通过 严格 的 拼接 方式 ,可 获得 较 长 的 DNA 片 
段 。 若 样品 的 生物 多 样 性 较 低 ,在 达到 一 定 测序 通 量 后 ,就 很 有 可 能 直接 获得 一 个 或 多 
个 微生物 基因 组 草图 。 

4. 功能 分 析 

将 所 得 序列 与 数据 库 中 的 序列 进行 比 对 ,可 对 与 所 比 对 序列 有 关 的 基因 功能 进行 
注释 。 

5. 微生物 群落 结构 及 功能 

通过 大 量 测序 ,可 以 获得 样品 的 群落 结构 信息 ,如 微生物 物种 在 该 环境 下 的 分 布 情 
况 及 成 员 间 的 协作 关系 等 。 此 外 ,通过 实验 还 可 以 确定 一 些 特殊 的 主要 基因 或 DNA 片 
段 。 对 于 多 个 样品 ,还 可 做 相应 的 比较 分 析 , 发 掘 出 样品 间 的 异同 点 。 

(五 ) 比较 基因 组 学 

比较 基因 组 学 的 重点 是 在 基因 组 图 谱 和 测序 基础 上 ,对 已 知 的 基因 和 基因 组 结构 进 
行 比 较 , 来 了 解 基因 的 功能 .表达 机 理 和 物种 进化 ,特别 利用 模式 生物 基因 组 与 人 类 基因 
组 之 间 编 码 顺 序 上 和 结构 上 的 同 源 性 ,克隆 人 类 疾病 基因 ,揭示 基因 功能 和 疾病 分 子 机 
制 ,阐明 物种 进化 关系 ,及 基因 组 的 内 在 结构 。 

通过 对 模式 生物 基因 组 的 研究 ,利用 基因 顺序 上 的 同 源 性 可 克隆 出 人 类 疾病 基因 ， 
有 助 于 揭示 人 类 与 疾病 相关 基因 的 功能 ,还 可 以 利用 模式 生物 实验 系统 上 的 优越 性 ,应 
用 比较 作 图 分 析 复 杂 性 状 , 从 而 加 深 对 人 类 基因 组 结构 和 功能 的 认识 。 

在 比较 基因 组 学 中 ,有 一 个 非常 重要 的 概念 ,就 是 同 源 (homology) ,而 同 源 又 分 为 直 
系 同 源 (Corthology) 和 和 旁 系 同 源 (paralogy) 。 

同 源 是 指 从 进化 的 角度 来 看 两 个 或 多 个 不 同 的 结构 、 基 因 、 序 列 或 者 蛋白 质 等 具有 
共同 祖先 的 关系 。 其 中 ,直系 同 源 也 称 为 直 向 同 源 或 种 间 同 源 物 ;* 专 指 来 自 于 不 同 物种 
的 由 垂直 家 系 即 物种 形成 (speciation) 进 化 产生 的 同 源 ; 旁 系 同 源 也 称 为 种 内 同 源 , 专 指 
同一 物种 内 由 于 基因 复制 (gene duplication) .分离 产 生 的 同 源 (图 3 - 17) 。 


同 源 物 
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直 向 同 源 物 种 内 同 源 物 “ 直 向 同 源 物 
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蛙 鸡 小 鼠 小 鼠 鸡 蛙 
a 珠 蛋白 ”cx 珠 蛋白 “cx 珠 和 蛋白。 1 殊 蛋 白 “1 殊 蛋 和 白 。 有 珠 和 蛋白 


ao 珠 蛋 白 有 珠 蛋 白 
基因 复制 
SS 
珠 蛋 白 远古 基因 


食 3-17 同 源 物 直 向 同 源 物 和 种 内 同 源 物 之 间 的 关系 


直系 同 源 的 序列 或 基因 因 物 种 形成 而 被 区 分 开 (separated) : 若 一 个 基因 原先 存在 于 
某 个 物种 ,而 该 物种 分 化 为 了 两 个 物种 ,那么 新 物种 中 的 基因 是 直系 同 源 的 ; 旁 系 同 源 的 
序列 因 基 因 复 制 而 被 区 分 开 : 若 生物 体 中 的 某 个 基因 被 复制 了 ,那么 两 个 副本 序列 就 是 
劳 系 同 源 的 。 直 系 同 源 的 一 对 序列 .基因 或 编码 的 蛋白 质 称 为 直系 同 源 物 或 种 间 同 源 物 
《ortholog)。 例 如 ,小 鼠 ` 蛙 和 鸡 各 自 的 珠 蛋 白 或 B 珠 蛋白 ; 芝 系 同 源 的 一 对 序列 .基因 
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或 编码 的 蛋白 质 称 为 旁 系 同 源 体 或 种 内 同 源 物 (paralog)。 例 如 ,小 鼠 w 珠 蛋白 和 B 珠 蛋 
白 , 蛙 的 w 珠 蛋白 和 有 B 珠 蛋白 , 鸡 的 x 珠 蛋白 和 有 B 珠 和 蛋白。 

直系 同 源 物 通常 有 相同 或 相似 的 功能 ,但 对 旁 系 同 源 物 则 不 一 定 :由 于 缺乏 原始 的 
自然 选择 的 力量 ,复制 出 的 基因 副本 可 以 自由 的 变异 并 获得 新 的 功能 ,但 这 种 新 功能 多 
多 少 少 会 与 原来 的 功能 有 一 定 的 关系 。 

若 在 进化 过 程 中 ,产生 的 具有 相同 的 功能 ,但 起 源 于 不 同 的 祖先 基因 的 蛋白 质 , 则 为 
类 似 物 (Canalog) ,它们 是 基因 趋同 进化 (convergent evolution) 的 产物 。 例 如 , 牛 和 鼠疫 杆 
菌 (Yersizia zesiis ) 都 合成 一 种 酷 氮 酸 磷酸 酶 (tyrosine phosphatase) 。 这 两 种 生物 产生 
的 同一 种 酶 在 活性 中 心 的 三 维 结构 十 分 相似 ,活性 也 相似 ,但 一 级 结构 差别 很 大 ,显然 它 
们 是 从 完全 不 一 样 的 祖先 基因 进化 而 来 的 。 再 如 ,枯草 杆菌 合成 的 一 种 丝氨酸 蛋白 酶 ， 
与 哺乳 动物 体内 的 丝氨酸 蛋白酶 不 仅 一 级 结构 不 一 样 ,三 维 结构 也 不 一 样 , 但 活性 中 心 
都 含有 由 Ser.His 和 As5 组 成 的 催化 三 元 体 。 显 然 , 它 们 也 来 自 不 同 的 祖先 基因 。 

在 进行 比较 基因 组 学 研究 的 时 候 , 可 以 进行 种 间 比 较 , 也 可 以 进行 种 内 比较 。 

如 果 是 种 间 比 较 , 可 通过 对 不 同 亲 缘 关 系 物 种 的 基因 组 序列 进行 比较 ,能 够 鉴定 出 
编码 序列 , 非 编 码 调控 序列 及 给 定 物种 独 有 的 序列 。 而 基因 组 范围 之 内 的 序列 比 对 ,可 
以 了 解 不 同 物 种 在 核 苷 酸 组 成 、 同 线性 关系 和 基因 顺序 方面 的 异同 ,进而 得 到 基因 分 析 
预测 与 定位 、 生 物 系统 发 生 进化 关系 等 方面 的 信息 。 通 过 种 间 比 较 , 可 以 研究 物种 之 间 
的 进化 关系 。 比 较 基 因 组 学 的 基础 是 相关 生物 基因 组 的 相似 性 。 两 种 具有 较 近 共同 祖 
先 的 生物 ,它们 之 间 具 有 种 属 差别 的 基因 组 是 由 祖先 基因 组 进化 而 来 ,两 种 生物 在 进化 
的 阶段 上 越 接 近 , 它 们 的 基因 组 相关 性 就 越 高 。 如 果 生 物 之 间 存 在 很 近 的 亲缘 关系 , 那 
么 它们 的 基因 组 就 会 表现 出 同 线性 (Csynteny), 即 基因 序列 的 部 分 或 全 部 保守 。 这 样 就 
可 以 利用 模式 生物 基因 组 之 间 编 码 顺序 上 和 结构 上 的 同 源 性 ,通过 已 知 基 因 组 的 作 图 信 
息 定 位 另外 基因 组 中 的 基因 ,从 而 揭示 基因 潜在 的 功能 .阐明 物种 进化 关系 及 基因 组 的 
内 在 结构 。 

生物 其 中 一 个 特征 是 进化 ,比较 基因 组 学 同样 以 进化 理论 作为 理论 基石 ,同时 其 研 
究 结果 又 前 所 未 有 地 丰富 和 发 展 了 进化 理论 。 当 在 两 种 以 上 的 基因 组 间 进 行 序列 比较 
时 ,实质 上 就 得 到 了 序列 在 系统 发 生 树 中 的 进化 关系 。 基 因 组 信息 的 增多 使 得 在 基因 组 
水 平 上 研究 分 子 进 化 .基因 功能 成 为 可 能 。 通 过 对 多 种 生物 基因 组 数据 及 其 垂直 进化 、 
水 平 演化 过 程 进行 研究 ,就 可 以 对 与 生命 至 关 重 要 的 基因 的 结构 及 其 调控 作用 有 所 了 
解 。 但 由 于 生物 基因 组 中 约 有 1.5%% 一 14.5 吧 的 基因 与 “横向 迁移 现象 ”有 关 , 即 基因 可 
以 在 同时 存在 的 种 群 间 迁 移 , 这 样 就 会 导致 与 进化 无 关 的 序列 差异 。 因 此 在 系统 发 生 分 
析 中 需要 建立 较 完 整 的 生物 进化 模型 ,以 避免 基因 转移 和 从 缺 合 适 的 多 物种 共有 保守 序 
列 的 影响 。 

若是 种 内 比较 , 则 因为 同 种 群体 内 基因 组 存在 大 量 的 变异 和 多 态 性 ,那么 正 是 这 种 
基因 组 序列 的 差异 ,构成 了 不 同 个 体 与 群体 对 疾病 的 易 感 性 和 对 药物 与 环境 因子 不 同 反 
应 的 遗传 学 基础 。 种 内 基因 组 序列 的 差距 最 重要 的 就 是 SNP, 还 有 拷贝 数 多 态 性 。 在 全 
基因 组 测序 和 基因 芯片 技术 发 明 前 , 受 限 于 基因 组 内 高 通 量 DNA 拷贝 数 检测 手段 ,人 们 
对 全 基因 组 范围 内 的 拷贝 数 多 态 性 (copy number polymorphism，CNP) 数 量 和 分 布 知之 
甚 少 。2004 年 ,全 球 内 数 个 ”人 类 基因 组 计划 ?研究 基地 意外 地 发 现 ,在 表 型 正常 的 人 群 
中 ,不 同 的 个 体 间 在 某 些 基因 的 拷贝 数 上 存在 差异 ,一 些 人 丢失 了 大 量 的 基因 拷贝 ,而 另 
一 些 人 则 拥有 额外 、 延 长 的 基因 拷贝 ,研究 人 员 称 这 种 现象 为 “基因 拷贝 数 多 态 性 ”。 正 
是 由 于 CNP 才 造 成 了 不 同 个 体 间 在 疾病 .食欲 和 药 效 等 方面 的 差异 。 研 究 表明 ,平均 两 
个 个 体 间 存在 11 个 CNP 的 差异 ,CNP 的 平均 长 度 为 465 kb, 其 中 半数 以 上 的 CNP 在 多 
个 个 体 中 重复 出 现 , 并 经 常 定 位 于 其 他 类 型 的 染色 体重 排 附近 。 
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Box3-5S 甲 基 化 让 人 类 和 猴子 分 了 家 ? 


人 类 与 黑猩猩 可 能 享有 .999 共 同 的 基因 ,但 究竟 是 什么 让 人 类 与 猿 猴 最 终 分 道 
扬 镀 的 呢 ? 这 一 直 是 个 富有 挑战 性 的 问题 。 目前 也 有 很 多 假说 试图 解释 这 个 问题 。 

类 接触 蛋白 相关 蛋白 2(contactinrassociated protein=like 2，CNTNAP2) 属 于 一 类 
神经 夭 附 蛋白 (neurexin), 位 于 有 和 苦 鞘 的 轴 突 的 近 结 侧 区 (juxtaparanodes) ,与 钾 离 子 
通道 相连 ,在 人 类 特异 性 语言 能 力 的 形成 和 神经 发 育 疾 滴 的 发 生 中 起 重要 作用 ! 它 可 
能 参与 轴 突 局 部 分 化 长 不 同 的 亚 功能 区 的 过 程 。 编 码 CNTNAP2 的 基因 位 于 7 与 染 
色 体 ,几乎 占 了 这 条 米色 体 DNA 的 1.6 览 ,属于 人 类 基因 组 中 最 大 基因 中 的 一 个 ,可 
能 与 非 综合 征 型 遗传 性 耳 压 有关。 


一 头 黑 狸 独 

娄 据 最 新 的 研究 成 果 , 来 自 德国 Julius Maximilian 大 学 的 工 homas Haaf 等 科学 家 
提出 了 一 种 假说 ,认为 是 这 个 巨 无 霸 基 因 的 表 观 遗传 变化 可 能 奈 速 了 大 脑 的 进化 。 支 
持 这 种 假说 的 证 据 是 在 他 们 分 析 比 较 了 人 和 黑猩猩 的 大 脑 皮层 的 DNA 甲 基 伦 样式 以 
后 ,发 现 两 者 有 明显 的 甲 基 化 差异 ,其 中 差异 最 大 的 区 域 反映 在 以 前 与 自 闭 症 谱系 障 
碍 (autisrm spectrum disorders) 相 关 及 基因 组 印记 的 区 域 的 甲 基 化 程度 ,黑猩猩 要 比 人 
类 高 出 31%6。 定 量 PCR 的 结果 显示 ,人 脑 高 表达 了 一 些 转录 物 的 变 体 ,得 这 些 变 体 对 
等 位 基因 没有 偏向 性 ， 这 意味 着 这 个 基因 并 不 是 以 前 认为 的 那样 在 成 人 的 大 脑 中 有 印 
记 。 总 之 ,在 人 狭 分 裂 以 后 ,可 能 正 是 在 语言 基因 上 审 基 化 方面 的 变化 , 细 调 了 人 类 特 
看好 请 守 和 和 交 刘 半生 的 风 十 证 2 


三 、 生 物 信 息 学 


生物 信息 学 (bioinformatics) 是 20 世纪 80 年 代 未 开始, 随 着 基因 组 测序 数据 迅猛 增 
加 而 逐渐 兴起 的 一 门 新 兴学 科 , 是 利用 计算 机 对 生命 科学 研究 中 的 生物 信息 进行 存储 、 
检索 和 分 析 的 科学 。 

生物 信息 学 的 核心 是 基因 组 信息 学 ,包括 基因 组 信息 的 获取 、\ 甄 别 . 处 理 、 存 储 、 分 
配 、 解 释 和 使 用 。 基 因 组 信息 学 的 关键 是 * 读 懂 ? 基 因 组 的 核 昔 酸 顺序 , 即 全 部 基因 在 染 
色 体 上 的 确切 位 置 以 及 各 DNA 片段 的 功能 ;同时 在 发 现 了 新 基因 信息 之 后 进行 蛋白 质 
空间 结构 模拟 和 预测 ,然后 依据 特定 蛋白 质 的 功能 进行 药物 设计 。 此 外 ,了 解 基因 表达 
的 调控 机 理 也 是 生物 信息 学 的 重要 内 容 。 

对 于 生物 信息 学 有 兴趣 的 人 一 方面 要 关注 各 种 生物 学 资源 , 另 一 方面 要 摘 清楚 生物 
信息 学 研究 的 目标 和 任务 。 
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(一 ) 生物 信息 学 资源 

目前 ,在 互联 网 上 已 经 积累 各 类 丰富 的 生物 和 
信息 学 资源 ,它们 包括 数据 资源 .分 析 工 具 软 件 GenBank 
资源 和 文献 资源 等 ,其 中 最 丰富 、 最 重要 的 资源 DDBJ 
就 是 数据 资源 。 随 着 大 量 生 物 学 实验 的 数据 积 
累 , 形 成 了 当前 数 以 千 计 的 分 子 生 物 学 数据 库 。 SWISS-PROT 
它们 各 自 按照 一 定 的 目标 收集 和 整理 生物 学 实 三 
验 数据 ,并 提供 数据 查询 ` 处 理 和 共享 等 服务 。 
这 些 数据 库 主要 有 基因 组 数据 库 、 和 蛋白 质 序 列 数 

PDB 


据 库 和 生物 大 分 子 三 维 空间 结构 数据 库 等 (图 3 - 
18) 。 这 些 信 息 各 蜡 的 数据 库 , 由 因特网 连接 , 构 
成 了 极其 复杂 、 规 模 巨 大 的 生物 信息 资源 网 络 。 

1]. 基因 组 数据 库 

当今 全 球 共 有 三 大 基因 组 数据 库 , 它 们 包括 美国 的 GenBank、 欧 洲 的 EMBL 和 日 本 
的 DDBJ 等 ,用 户 可 以 通过 光盘 或 其 他 存储 媒体 以 及 通过 因特网 ,免费 获得 这 些 序列 , 包 ES 作 认 为 中 国有 必 妥 
括 最 新 的 序列 。 建 本 本 国 组 或 者 蛋白 质 

Genbank 库 包含 了 所 有 已 知 的 核酸 序列 和 和 蛋白 质 序列 ,以 及 与 它们 相关 的 文献 著作 Pass e 
和 生物 学 注释 。 它 是 由 美国 国立 生物 技术 信息 中 心 (National Center for Biotechnology ERotpoE 
Information，NCBI) 建 立 和 维护 的 。NCBI 的 数据 库 检索 查询 系统 基于 Web 界面 的 综合 
生物 信息 数据 库 检 索 系 统 Entrez。 测 序 者 可 以 由 基于 Web 界面 的 BanklIt 或 独立 程序 
Sequin, 把 自己 工作 中 获得 的 新 序列 添加 到 Genbank 数据 库 。NCBI 的 网 址 是 http:// 
www. ncbi. nlm. nih. gov。 

EMBL 核酸 序列 数据 库 是 由 欧洲 生物 信息 学 人 研究 所 (EBI) 维 护 的 核酸 序列 数据 构 
成 ,查询 检索 可 以 通过 因特网 上 的 序列 提取 系统 (SRS) 服 务 完成 。EMBL 核酸 序列 数据 
库 提 交 序 列 可 以 通过 基于 Web 的 WEBIN 工具 ,也 可 以 用 Sequin 软件 来 完成 。 该 数据 库 
网 址 是 http://www. ebi. ac. uk/embl/。 

DDBJ 数据 库 是 一 个 由 日 本 国立 遗传 学 研究 所 维护 的 核酸 序列 数据 库 , 与 Genbank 
和 MBL 核酸 库 合作 交换 数据 。 使 用 其 主页 上 提供 的 SRS 工具 进行 数据 检索 和 序列 分 
析 。DDBJ 的 网 址 是 http://www. ddbj. nig, ac, jp/ 。 

2. 蛋白 质 序列 数据 库 

蛋白 质 的 一 级 结构 即 构成 蛋白 质 的 氨基 酸 序 列 也 有 了 相应 的 数据 库 , 其 中 著名 的 有 
PIRCprotein information resource) 和 SWISS-PORT 等 。 

SWISSPROT 数据 库 包括 了 从 EMBL 翻译 而 来 的 蛋白 质 序列 ,这 些 序 列 经 过 检验 
和 注释 ,瑞士 日 内 瓦 大 学 医学 生物 化 学 系 和 欧洲 生物 信息 学 研究 所 (CEBI) 合作 维护 。 
SWISS-PROT 的 网 址 是 http://cn. expasy. org/sprot。 

PIR 包含 了 由 美国 NCBI 翻译 自 GenBank 的 DNA 序列 ,其 网 址 是 http://www- 
nbrf. georgetown. edu。 

3.， 蛋白质 三 维 结构 数据 库 

根据 2015 年 12 月 27 日 的 数据 ,已 经 有 约 十 万 多 种 蛋白 质 的 空间 结构 被 阐明 ,记录 
这 些 详尽 空间 结构 的 数据 库 为 美国 的 PDB。 除了 这 些 主要 的 大 型 数据 库 之 外 ,还 有 相对 
较 小 的 专门 性 数据 库 , 如 GenProEc 为 大 肠 杆 菌 PDB。 

PDB 在 1970 年 建立 ,由 美国 Brookhaven 国家 实验 室 维护 管理 ,以 文本 格式 存放 数 
据 , 包 括 原子 坐标 、 物 种 来 源 、 测 定 方法 .提交 者 信息 .一 级 结构 .二 级 结构 等 。 其 网 址 为 
http://www. rcsb. org/pdb。 

除了 上 述 的 一 些 数据 库 以 外 ,还 有 其 他 一 些 更 具体 .更 专业 的 数据 库 ( 表 3-8)。 例 


售 3-18 生物 信息 学 的 主要 数据 库 
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如 ,PROSITE 数据 库 收集 了 生物 学 有 显著 意义 的 蛋白 质 位 点 和 序列 模式 ,并 能 根据 这 些 
位 点 和 模式 快速 和 可 靠 地 鉴别 一 个 未 知 功能 的 蛋白 质 序 列 应 该 属于 哪 一 个 蛋白 质 家 族 。 
此 外 ,还 有 SCOP(Chttp/y/scop. mrc-lmb. cam. ac. uk) 是 一 个 在 线 的 蛋白 质 分 类 数据 库 , 它 
根据 蛋白 质 的 结构 和 功能 的 相似 性 ,将 蛋白 质 分 成 若干 个 等 级 ,按照 从 低 到 高 的 排列 依 
次 是 :家 族 (family) , 超 家 族 (superfamily) 、 栏 (fold) 和 类 (class) 。 


表 3-8 其 他 的 一 些 代表 性 数据 库 


(二 ) 生物 信息 学 的 目标 和 任务 | 

生物 信息 学 的 研究 目标 是 认识 生命 的 起 源 、. 进 化 .遗传 和 发 育 的 本 质 , 破 译 隐藏 在 
DNA 序列 中 的 遗传 语言 ,揭示 基因 组 信息 结构 的 复杂 性 及 遗传 语言 的 根本 规律 ,揭示 人 
体 生 理 的 病理 过 程 的 分 子 基 础 ,为 人 类 疾病 的 诊断 、 预 防 和 治疗 提供 最 合理 而 有 效 的 方 

目前 ,生物 信息 学 的 主要 任务 是 进行 : 

1、DNA( 编 码 区 和 非 编码 区 ) 和 蛋白质 序 列 分 析 

序列 分 析 的 目的 是 搞 清 楚 :(1) 属于 什么 基因 ? 〈2) 编码 什么 产物 ? (3) 基因 结构 ; 
(4) 蛋白 质 定位 及 功能 ;(5) 其 他 物种 的 同 源 基因 。 

2. 基因 功能 分 析 

这 一 方面 可 以 使 用 计算 机 预测 基因 功能 , 即 依据 仍然 是 同 源 性 比较 。 同 源 基因 拥有 
一 个 共同 的 祖先 基因 ,它们 之 间 有 许多 相似 的 序列 ; 另 一 方面 是 用 实验 来 确认 基因 功能 ， 
主要 使 用 基因 痪 除 和 油 减 技术 。 

3. 有 蛋白质 结 构 及 新 药 设计 

基因 组 和 和 蛋白 质 组 研究 的 迅猛 发 展 ,使 许多 新 蛋白 的 序列 不 断 涌 现 出 来 。 然 而 ,要 
了 解 这 些 蛋 白质 的 功能 ,只 有 氨基 酸 序 列 是 远 远 不 够 的 ,还 需要 了 解 其 三 维 空间 结构 。 
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蛋白 质 的 功能 依赖 于 其 三 维 结构 ,而 且 在 执行 功能 的 过 程 中 ,和 蛋白质 的 三 维 结构 会 发 生 
改变 。 目 前 ,除了 通过 X 射线 衍 射 晶 体 结构 分 析 .NMR 和 冷冻 电镜 二 维 晶体 三 维 重 构 
等 物理 方法 获得 蛋白 质 的 空间 结构 外 ,还 可 以 通过 计算 机 辅助 特别 是 同 源 建 模 的 方法 ， 
预测 蛋白 质 的 空间 结构 。 一 般 认 为 ,蛋白 质 的 折 和 至 类 型 具有 数 百 到 数 千 种 , 远 远 小 于 和 蛋 
白质 所 具有 的 自由 度数 目 , 而 且 蛋 白质 的 折 肢 类 型 与 其 氨基 酸 序列 具有 相关 性 ,因此 有 
可 能 直接 从 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 ,通过 计算 机 辅助 方法 预测 出 蛋白 质 的 空间 结构 。 

由 于 许多 药物 作用 的 对 象 是 机 体内 的 蛋白 质 , 也 有 些 蛋 白质 本 身 就 可 以 作为 药物 来 
使 用 ,因此 搞 清 楚 特 定 蛋白 质 的 三 维 结构 对 新 药 的 设计 是 非常 有 帮助 的 。 

4.。 比较 基因 组 学 和 系统 发 育 树 分 析 

系统 发 育 树 又 称 为 分 子 进化 树 (molecular phylogenetic tree) ,是 生物 信息 学 中 描述 
不 同 生物 之 间 的 相关 关系 的 方法 。 在 系统 学 分 类 的 研究 中 ,最 常用 的 可 视 化 表示 进化 关 
系 的 方法 就 是 绘制 系统 发 育 进化 树 , 用 一 种 类 似 树 状 分 支 的 图 形 来 概括 各 种 或 各 类 生物 
之 间 的 亲缘 关系 。 通 过 比较 基因 组 学 的 研究 ,可 获得 生物 大 分 子 序列 差异 的 数值 ,从 而 
构建 出 分 子 系统 树 。 

5. 生物 信息 分 析 的 技术 与 方法 研究 

为 了 适应 生物 信息 学 的 飞速 发 展 , 其 研究 方法 和 手段 必须 得 到 提高 。 例 如 :开发 有 
效 的 能 支持 大 尺度 作 图 和 测序 需要 的 软件 .数据 库 和 若干 数据 库 工 具 , 以 及 电子 网 络 等 
远程 通信 工具 ;改进 现 有 的 理论 分 析 方法 ,如 统计 方法 .模式 识 别 方法 、 复 性 分 析 方法 、 多 
序列 比 对 方法 等 :创建 适用 于 基因 组 信息 分 析 的 新 方法 .新 技术 ,发 展 研究 基因 组 完整 信 
息 结 构 和 信息 网 络 的 方法 ,发展 生物 大 分 子 空间 结 构 模 拟 .电子 结构 模拟 和 药物 设计 的 
新 方法 和 新 技术 。 
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科学 故事 一 一 维 生 素 C 与 假 基因 


每 到 冬季 和 春季 感冒 流行 的 时 候 , 有 点 生化 常识 的 人 就 会 去 药店 或 者 保健 品 
店 , 买 些 维 生 素 C 即 抗坏血酸 (图 3- 19) 片 剂 , 以 治疗 感冒 。 这 种 治疗 感冒 的 方法 ， 
很 久之 前 就 被 著名 的 科学 家 ,两 次 诺 贝 尔 奖 得 主 Linus Pauling 极力 推崇 过 。 为 此 ， 
他 还 专门 写 了 -- 本 名 为 “Vitamin C and the Common Cold” 的 书 。 维 生 素 C 能够 治 
疗 感 冒 , 可 能 是 它 在 体内 可 以 刺激 免疫 系统 。 事 实 上 ,除了 此 项 作用 以 外 ,维生素 CC 
还 作为 辅酶 ,参与 结缔 组 织 中 的 重要 蛋白 质 即 胶原 蛋白 的 关 : 基 化 修饰 ,这 种 修饰 对 
胶原 蛋白 形成 稳定 的 三 股 螺旋 结构 至 关 重 要 。 缺 乏 维生素 可 导致 坏 血 病 ,严重 的 可 
致死 。 原 因 就 是 与 胶原 蛋白 无 法 进行 正常 的 关 基 化 修饰 有 关 。 人 体 不 能 自己 合成 
维生素 ,所 有 我 们 必须 从 食物 中 获取 。 除 了 人 类 以 外 ,其 他 灵 长 类 动物 以 及 其 他 许多 
动物 也 不 能 自己 制造 维生素 C, 但 有 的 动物 是 可 以 自己 合成 的 ,如 大 鼠 和 小 和 鼠 。 正 因为 
如 此 ,当年 去 探索 新 世界 的 大 多 数 船 员 都 得 了 坏 血 病 , 但 船上 的 耗子 却 活 得 很 好 ! 

在 大 鼠 的 基因 组 中 ,含有 全 套 的 有 功能 的 将 葡萄 糖 转 变 成 维生素 C 的 基因 , 特 
别 是 编码 直 - 十 洛 糖 酸 - yY -内 酯 氧化 酶 (LI-gulono-y-lactone oxidase，GULO) 的 基 
因 。GULO 催化 的 是 维生素 C 合成 的 最 后 一 步 反 应 。 然 而 ,在 人 类 基因 组 中 ， 
GULO 的 基因 早已 经 沦落 为 假 基因 。 

这 个 假 基 因 在 1994 年 就 被 一 组 日 本 科学 家 发 现 , 它 位 于 8 号 染色 体 上 。 根 据 研 
究 发 现 , 它 只 有 12 个 外 显 子 的 4 个 ,这 些 外 显 子 也 存在 于 其 他 灵 长 类 动物 的 基因 组 
上 ,它们 与 大 鼠 的 真 基 因 相 应 的 区 域 有 高 达 70 中 一 80 凶 的 同 源 性 ,人 类 差不多 丢掉 
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了 大 和 鼠 真 基因 的 三 分 之 二 部 分 ,这 使 得 我 们 人 体 合成 不 了 维生素 C, 但 其 他 与 维生素 
C 合 成 有 关 的 基因 却 是 完好 无 损 的 。 这 些 被 保留 的 正常 基因 并 非 在 我 们 人 体内 是 闲 着 
没事 的 ,而 是 大 多 数 编码 的 酶 参与 了 体内 一 条 十 分 重要 的 代谢 途径 , 即 磷酸 戊 糖 途径 。 

人 类 和 其 他 灵 长 类 在 进化 的 过 程 中 责 失 了 合成 维生素 C 的 能 力 , 这 似乎 有 悖 于 
进化 论 , 因为 能 合成 维生素 是 有 益 的 ,这 种 好 的 性 状 应 该 在 进化 中 得 到 保留 。 要 知 
道 ,人 类 历史 上 曾经 有 多 少 人 因为 坏 血 病 而 死 掉 的 。 当 然 , 在 我 们 人 类 意识 到 维 生 
素 的 重要 性 以 后 ,可 以 平时 通过 主动 摄 入 富 含 维生素 C 的 食物 来 避免 它 的 缺乏 ,但 
在 人 类 和 灵 长 类 进化 的 早期 是 不 可 能 有 这 种 意识 的 ! 那么 ,有 没有 可 能 失去 了 合成 
维生素 C 的 能 力 让 我 们 获得 某 种 进化 上 的 好 处 呢 ? 对 此 ,一 些 分 子 生物 学 家 提出 了 
各 种 假说 :例如 ,2001 年 , Halliwell B. 认为 ,丢掉 了 GULO 可 降低 机 体 有 毒 的 代谢 
产物 过 氧化 所 的 产生 ,因为 GULO 在 催化 维生素 C 合成 的 时 候 , 会 产生 副 产 物 过 氧 
化 所 ;再 如 ,2003 年 , De Tullio 根据 维生素 C 可 调节 一 种 胁迫 诱导 的 转录 因子 
(Cstress-induced transcription factor), 即 缺 氧 诱导 的 转录 因子 1xa(hypoxia-inducible 
factor la，HIF1lo) 的 活性 ,提出 了 另外 一 种 假设 。 因 为 有 人 发 现 缺乏 足够 的 氧气 和 
维生素 C 可 激活 HIFla, 因 此 ullio 认为 ,失去 合成 维生素 C 的 能 力 , 可 能 让 机 体能 
够 根据 食物 中 维生素 C 的 摄 入 细 调 HIFlu 的 活性 。 搁 句 话 说 ,就 是 失去 合成 维生素 
C 的 能 力 可 让 机 体 更 容易 检测 到 我 们 的 营养 状态 ,从 而 为 -HIFla 的 表达 设 定好 最 合 
适 的 基线 ,这 相当 于 让 机 体形 成 了 一 个 灵敏 的 滴定 系统 。 

除了 这 两 种 假设 以 外 ,还 有 一 种 可 能 性 ,就 是 假 基因 已 被 发 现 并 不 一 定 就 没有 
活性 。 已 有 研究 表明 ,它们 可 以 调节 真 基因 的 表达 ,从 而 产生 表 观 遗传 现象 。 但 
GLUO 的 假 基因 有 这 样 的 功能 吗 ? 


转 考 题 : 


1. 什么 是 C 值 天 值 和 六 值 ? 什么 是 C 值 矛盾 、K 值 矛盾 和 值 矛 盾 ? 

2. 什么 是 模式 生物 ? 就 你 所 知 , 到 目前 为 止 已 有 哪些 模式 生物 的 基因 组 序列 已 经 
测定 完成 ? 

3. 什么 是 "RNA 世界 "假说 ? 列举 支持 该 假说 的 主要 生化 及 分 子 生 物 学 证 据 。 

4. 全 基因 组 序列 分 析 已 经 导致 像 大 肠 杆 菌 这 样 的 细菌 几乎 所 有 的 蛋白 质 基 因 得 以 
确定 。 然 而 ,如 果 要 用 类 似 的 方法 想 毫 不 含糊 地 确定 大 多 数 真 核 生物 基因 组 编码 蛋白 质 
的 基因 , 则 非常 困难 。 给 出 一 个 原因 解释 以 上 现象 。 

5. 生命 需要 的 必需 基因 的 最 低 数 目 究竟 有 多 少 一 直 是 科学 家 感 兴趣 的 问题 。 迄 今 
为 止 , 最 小 的 生物 的 基因 组 来 自 寄生 的 支原体 ,其 大 小 为 5X10: bp。 试 估计 这 种 生物 最 
多 需要 多 少 个 编码 蛋白 质 的 基因 。 这 些 蛋 白质 基因 的 功能 会 是 什么 ?如 何 能 够 更 精确 
地 确定 所 需要 的 必需 基因 的 数目 ? 

6. 为 什么 基因 组 里 会 有 重复 序列 ? 列举 尽 可 能 多 的 重复 DNA 序列 并 描述 它们 的 


功能 (如 果 有 的 话 ) 。 
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人 类 基因 组 的 测序 工作 早已 经 完成 ,现在 人 们 的 注意 力 之 一 是 寻找 我 们 基因 组 序 


列 的 变异 。 估 计 在 我 们 的 基因 组 中 ,每 10 000 bp 就 会 有 一 个 单 核 苷 酸 多 态 性 (SNP) 位 点 。 
(1) 给 出 一 个 理由 解释 为 什么 人 类 基因 组 中 会 有 那么 多 的 变异 。 
(2) 在 我 们 的 单 倍 体 基 因 组 中 ,大概 有 多 少 个 SNP 位 点 ? 


8. 


优势 。 


岂 


给 出 两 类 中 等 DNA 重复 序列 的 实例 ,并 解释 每 一 类 的 起 源 及 其 在 进化 上 的 


什么 是 模式 生物 ? 模式 生物 应 该 具有 哪些 特征 ? 秀丽 隐 杆 线虫 . 果 蝇 和 小 鼠 是 


三 种 常用 于 分 子 生 物 学 研究 的 模式 生物 。 
(1) 简 述 相对 于 果 蝇 和 小 鼠 , 使 用 线虫 有 哪些 优点 ? 
(2) 简 述 相对 于 果 蝇 和 线虫 ,使 用 小 鼠 有 哪些 优点 ? 
(3) 还 有 哪 两 种 模式 动物 易于 培养 ? 
(4) 简 述 相对 于 玉米 ,使 用 拟 南 芥 作为 模式 植物 有 哪些 优点 ? 
10. 简单 解释 下 列 名 词 ; 
(1) 基因 组 学 .结构 基 因 组 学 .功能 基因 组 学 
(2) 表 观 基因 组 学 和 宏基 因 组 学 
(3) 蛋白 质 组 学 
(4) 转录 组 学 
(5) 代谢 组 学 


推荐 网 站 : 


于 


8. 


http://www. ncbi. nlm. nih. gov/( 这 是 美国 国立 生物 技术 信息 中 心 的 主页 ,内 有 分 
子 生 物 学 研究 必需 的 genbank、pubmed 和 blast 等 数据 库 或 文献 资源 及 在 线程 序 ) 


。http://www. ebi. ac. uk/embl/( 这 是 由 欧洲 生物 信息 学 研究 所 EBI 维护 的 核酸 


序列 数据 库 ) 


.http://www. ddbij. nig. ac. jp/( 这 是 由 日 本 国立 遗传 学 研究 所 维护 的 核酸 序列 数 


据 库 ) 


。https://gold. jgi. doe. gov( 这 是 基因 组 在 线 数据 库 ) 
.http://www-nbrf. georgetown. edu( 这 是 蛋白 质 一 级 结构 序列 数据 库 PIR ,包含 


了 由 美国 NCBI 翻译 自 GenBank 的 DNA 序列 ) 


，http://www. rcsb. org/pdb( 由 美国 Brookhaven 国家 实验 室 维护 管理 的 蛋白 质 三 


维 结构 数据 库 ) 


.https://www. genome. gov( 这 是 美国 国立 卫生 研究 院 下 属 的 国家 人 类 基因 组 研 


究 所 的 主页 ) 
http://www. genomics. cn/( 这 是 中 国 华 大 基因 的 主页 ) 
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第 四 章 。DNA 的 生物 合成 柄 


作为 生物 体 的 主要 遗传 物质 ,DNA 在 细胞 中 起 着 中 心 作用 。 一 方面 经 过 生物 合成 ， 
它 可 以 将 其 储存 的 遗传 信息 代 代 相传 ; 另 一 方面 经 过 转录 和 翻译 , 它 可 以 将 储存 的 遗传 
信息 表达 成 RNA 和 和 蛋白 质 , 再 由 RNA 和 蛋白质 执 行 各 种 各 样 的 生物 学 功能 。 

生物 合成 DNA 的 手段 有 两 种 :一 种 是 DNA 复制 (DNA replication) ,这 是 以 DNA 为 
模板 合成 DNA 的 过 程 ,存在 于 所 有 的 活 细 胞 中 ;另外 一 种 是 逆转 录 (reverse 
transcription) ,这 是 以 RNA 为 模板 合成 DNA 的 过 程 , 主 要 存在 于 送 转 录 病 毒 的 生活 史 
之 中 。 无 论 是 DNA 复制 * 还 是 逆转 录 , 都 具有 高 度 的 忠实 性 ,以 保证 每 一 种 生物 的 遗传 
信息 得 以 准确 和 稳定 的 传递 ,但 DNA 复制 的 忠实 性 要 大 大 高 于 逆转 录 。 

本 章 将 重点 介绍 DNA 复制 的 基本 特征 .DNA 复制 的 酶 学 和 各 类 生物 DNA 复制 的 
详细 机 制 ,而 对 于 逆转 录 只 作 一 般 介 绍 。 


第 一 节 _DNA 复制 


一 \DNA 复制 的 基本 特征 


DNA 复制 发 生 在 细菌 和 古 菌 细胞 的 细胞 质 、 真 核 细胞 的 细胞 核 .线粒体 或 叶绿体 的 
基质 。 所 有 的 复制 系统 都 具有 以 下 基本 特征 。 

(1) 以 原来 的 DNA 母 链 为 模板 (template) ,四 种 脱氧 核 苷 三 磷酸 (dATP、dGTP、 
dCTP 和 dTTP) 为 前 体 ,还 需要 二 价 金属 离子 一 一 Mg ,根据 WatsomCrick 碱 基 互 补 配 
对 规则 ,复制 产生 新 的 子 链 。 


Box 4-1 工 “生命 字母 表 ” 的 人 工 扩 增 


众所周知 ,站 球 上 所 有 生物 都 是 通过 五 种 不 同 碱 基 , 即 AT.G\C 和 TU 来 实现 遗 
传 信息 的 储存 及 代 代 相传 的 。 这 5 个 字母 ,可 以 说 是 揭 开 生命 奥秘 的 唯一 密码 。 然 
而 ,不 久 前 的 一 项 研究 结果 表明 ,科学 家 已 成 功 地 扩展 了 生命 的 遗传 字母 表 , 向 细菌 里 
加 入 了 两 个 新 的 大 造 字 母 ”, 而 且 这 种 带 有 新 字母 的 DNA 是 可 以 复制 的 。 

在 发 现 DNA 双 螺 旋 结 构 不 久 , 就 有 人 提出 可 能 存在 和 天 然 碱 基 配 对 类 似 的 第 三 
种 配对 形式 。 这 样 的 设想 ,一 直到 有 机 合成 领域 以 及 DNA 扩 增 技术 有 了 长 足 的 发 展 

之 后 , 才 被 验证 。1989 年 ,科学 家 利用 乌 嗓 叭 和 胞 喀 啶 的 异 构 体 合成 了 新 的 碱 基 对 ， 
并 在 体外 实现 了 含有 合成 碱 基 对 的 DNA 序列 的 复制 .转录 及 翻译 。1995 年 ,又 有 研 
究 者 发 现 , 在 互补 配对 过 程 中 , 碱 基 之 间 形 成 氨 键 并 非 是 必需 条 件 , 若 在 空间 结构 上 能 
够 具有 高 度 的 互补 性 并 形成 芍 水 性 的 相互 作用 力 ? 也 同样 可 以 维持 碱 基 配 对 所 形成 的 
空间 构象 。 

2014 年 5 月 15 日 ,来 自 美国 斯 克利 普 斯 研究 所 (The Scripps Research Institute， 
TSRI) 的 Denis AMalyshev 和 了 loyd Romesberg 等 人 在 Nature 上 发 表 了 一 篇 题 为 "A 
semi-synthetic orgamism with an expanded genetic alphabet2 的 研究 论文 。 这 篇 论文 的 
结果 显示 ,他 们 人 工 构建 了 一 对 代号 为 “XY2” 的 新 的 互补 碱 基 对 一 d5SICS 及 dNaM 
(图 4-1), 其 结构 和 已 知 碱 基 完 全 不 同 , 并 借助 来 自 一 种 藻类 植物 叶绿体 的 核 苦 三 磷 


《SRTTE 为 什么 需要 铁 离 子 ? 


可 以 用 人 钙 离子 代替 吗 ? 
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酸 转 运 蛋白 (NTT) 将 其 导入 到 大 肠 杆 菌 细胞 内 。 当 伟 有 d5SICS : dNaM 碱 基 对 的 质 
粒 被 引入 到 这 种 大 肠 杆 菌 以 后 ,可 在 其 内 的 DNA 又 合 酶 工 俊 化 下 进行 复制 。 论 文 的 数 
据 表 明 它 们 至 少 复 制 了 24 轮 。 这 一 非 天 然 碱 基 对 的 复制 保 真 率 也 非常 高 ,至 少 达 到 了 
99. 4 中 。 这 一 研究 初步 证 实 , 非 天 然 碱 基 对 不 仅 可 以 被 有 机 体 耐 受 , 而 且 还 可 以 被 主动 
吸收 并 加 以 利用 。 不 过 ,虽然 大 肠 杆 菌 能 够 复制 这 对 新 碱 基 ，, 但 这 两 个 碱 基 无 法 表达 。 


Osw 
放 d5SICS ER 
wwvv NO ww 
0 s 和 < 7 隐 | 
下 5- 0 sy 
-HH-NH 
we dC dG Ce 


合 4- “XKY" 碱 基 对 的 结构 


这 一 成 就 可 能 最 终 会 诞生 出 特殊 的 人 造 生物 ,可 以 合成 天 然 生 物 办 不 到 的 药品 或 
者 工业 产品 。 事 实 上 ,开发 这 种 扩展 字母 表 的 TSRI 已 经 成 立 了 一 家 公司 ,尝试 用 这 
一 新 技术 研发 新 的 抗生素 .疫苗 和 其 他 产品 ,虽然 距离 实际 应 用 还 有 相当 的 距离 。 

显然 ,这 项 研究 会 带 来 人 们 对 安全 的 担忧 :人 类 是 否 又 在 扮演 上 帝 了 ? 对 此 
Romesberg 指出 ,这 种 生物 是 安全 的 ,因为 息 然 环境 里 根本 不 存在 这 种 合成 碱 基 。 如 
果 细 菌 逃 选 了 ,进入 环境 或 者 人 体 ,它们 无 法 获得 相应 的 原料 ,要 女 会 死去 ,要 么 会 恢 
复 成 使 用 传统 的 碱 基 。 

该 研究 也 表明 ,宇宙 其 他 地 方 如 果 有 生命 ,它们 的 使 用 的 生命 字母 表 不 一 定 跟 我 
们 一 样 。 同 时 ,这 就 带 来 了 一 个 关于 生命 的 根本 问题 :为 什么 有 机 体 最 初 选 择 A. 工 、 
G\C 和 了 可 这 五 种 碱 基 并 将 “生命 字母 表 ?” 的 扩 增 停留 在 5 个 字母 阶段 呢 ? 当 DNA 可 
存储 更 多 的 遗传 信息, 究竟 会 使 蛋白 质 动能 更 为 多 样 性 ,还 是 会 由 于 DNA 复制 中 更 低 
保 真性 .RNA 的 错误 折 登 或 者 翻译 过 程 中 更 多 的 差错 ,从 而 产生 更 多 的 问题 呢 ? 

虽然 ,我 们 暂时 还 无 法 回答 这 些 问题 。 但 是 ,生命 字 杯 表 " 的 扩 增 成 功 开启 了 基 
因 工程 新 时 代 的 大 门 。 因 为 非 天 然 碱 基 配对 的 成 功 引 入 意味 着 蛋白 质 翻 译 过 程 中 密 
码 子 数量 的 极 大 扩 增 , 从 而 能 够 产生 具有 更 多 新 功能 的 产物 ,同时 又 避免 了 因 使 用 现 
有 站 传 密码 子 ,为 产生 新 的 翻译 产物 需要 重新 编码 的 麻烦 。 


(2) 作为 模板 的 双 链 DNA 分 子 需要 解 链 ,以 暴露 隐藏 在 双 螺 旋 内 部 的 碱 基 序 列 , 游 
离 出 碱 基 配 对 需要 的 氢 键 供 体 或 受 体 ,然后 才能 作为 模板 。 

(3) 复制 的 方式 是 半 保 留 C(semi-conservative) 。 

在 第 一 章 曾 经 提 到 ,DNA 复制 可 能 采取 的 是 一 种 半 保 留 模 式 。 然 而 ,除了 半 保 留 复 
制 以 外 ,DNA 复制 还 可 能 采取 所 谓 的 全 保留 模式 或 弥散 性 (dispersive) 模 式 : 全 保留 模式 
是 指 亲 代 的 两 条 DNA 母 链 被 完全 保留 在 一 个 子 代 的 DNA 分 子 之 中 ,另外 一 个 子 代 
DNA 分 子 的 两 条 链 完全 是 新 合成 的 ;弥散 性 复制 则 意味 着 来 自 亲 代 的 DNA 母 链 片段 以 
弥散 性 的 方式 ,分 散在 子 代 DNA 的 任意 一 条 链 中 (图 4-2)。 

那么 生物 内 的 DNA 复制 究竟 采取 哪 一 种 方式 呢 ? 1958 年 ,Meselson 和 Stahl 设计 
了 一 个 被 众多 生物 学 家 誉 为 生物 学 最 美丽 的 实验 ,首先 证 明 大 肠 杆 菌 染 色 体 DNA 复制 


谷 4-2 DNA 复制 可 能 的 三 种 方式 以 及 ,Meselson 和 Stahl 实验 的 可 能 结果 


使 用 的 是 半 保 留 方式 。 该 实验 的 基本 流程 和 结果 是 (图 4- 3): 先 将 大 肠 杆菌 放 
在 5NH4 C 为 唯一 N 源 的 培养 基 上 ,连续 培养 十 多 代 , 以 使 细胞 内 DNA 分 子 两 条 链 上 
的 ”N 能 被 较 重 的 5 N 取代 ;然后 ,从 上 述 培养 基 中 收集 菌 体 ,一 部 分 用 于 抽取 、 分 离 
DNA, 另 一 部 分 改 放 在 “NH4CIL 为 N 源 的 培养 基 中 继续 培养 。 在 将 不 同 培养 代数 的 大 肠 
杆菌 进行 收集 ,裂解 和 DNA 抽取 后 ,再 用 CsCl 密度 梯度 离心 的 方法 ,分 析 和 比较 各 代 
DNA 与 对 照 DNA 在 离心 管 中 区 带 的 位 置 。 其 中 ,对 照 DNA 来 自在 ”*NH4CI 或 "NEHICI 
为 唯一 入 源 的 培养 基 中 培养 的 大 肠 杆菌 。 离 心 的 结果 显示 ，0 代 ”DNA 为 1 条 高 密度 
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人 图 4-3 Meselson 和 Stahl 实验 的 实际 结果 
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ET 该 实验 为 什么 没有 
直接 将 在 一 般 培 养 基 中 培养 
的 大 肠 杆 菌 改 在 ENH4CI 培 
养 基 上 培养 ,然后 进行 同样 
的 分 析 ? 
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带 , 因 为 其 DNA 两 条 链 上 的 N 原子 全 部 是 N, 即 两 条 链 都 是 重 链 (heavy/heavy 
stranded DNA,，H/VH- DNA) “第 一 代 ?DNA 得 到 1 条 中 密度 带 , 其 一 条 链 为 重 链 , 另 一 
条 链 为 轻 链 (heavy/light stranded DNA，H/L- DNA) ,而 “第 二 代 ”DNA 有 中 密度 CH/L - 
DNA) 和 低 密度 (L/L- DNA) 两 条 带 。 这 样 的 结果 与 DNA 在 大 肠 杆 菌 中 半 保 留 复 制 的 
预期 结果 完全 一 致 ,因此 ,有 理由 相信 ,至 少 大 肠 杆菌 的 DNA 复制 是 半 保 留 复 制 。 

后 来 ,Herbert Taylor 在 植物 根 尖 细 胞 中 使 用 放射 自 显 影 的 手段 ,证 明 真 核 细胞 的 
DNA 复制 方式 也 是 半 保 留 。 

(4) 一 般 需 要 引物 。 

与 DNA 转录 和 翻译 不 同 的 是 ,DNA 复制 一 般 不 能 从 头 合成 (De novo synthesis) ,只 
能 在 事先 合成 好 的 引物 Cprimer) 的 3 -羟基 上 进行 DNA 链 的 延伸 。 通 常 作为 引物 的 是 
长 度 为 7 一 15 nt 的 短 RNA, 少 数 为 蛋白 质 。 在 DNA 复制 到 一 定 阶 段 ,RNA 引 物 最 终 会 
被 切除 。 留 下 的 空隙 会 被 补 上 相应 的 DNA 序列 。 至 于 为 什么 DNA 复制 需要 先 合成 RNA 
引物 .最 后 又 要 除去 它 , 这 主要 与 复制 的 高 度 忠实 性 (high fidelity) 有 关 。 然 而 ,根据 华中 科 
技 大 学 朱 斌 等 人 在 线 发 表 在 2017 年 3 月 16 日 美国 科学 院 院 刊 (Proc。Nat/.， Acad. Sci. ) 
题 为 "Deep-sea vent phage DNA polymerase specifically initiates DNA synthesis in the 
absense of primers” 的 论文 ,一 种 源 自 深 海 火 山 嗜 菌 体 的 DNA 聚合 酶 不 需要 引物 就 可 以 
催化 DNA 的 复制 。 

(5) 复制 的 方向 总 是 5 -3 。 

在 DNA 复制 时 ,DNA 链 延 伸 的 方向 始终 是 5 一 3 。 这 可 以 通过 使 用 任意 一 种 2 ， 
3- ddNTP 能 造成 复制 的 未 端 终止 现象 加 以 证 明 。 例 如 ,在 图 4-4 所 示 的 反应 系统 中 ， 
若 加 入 2 ,3- ddTTP, 那 一 旦 它 参 和 人 到 DNA 链 之 中 ,就 可 导致 末端 终止 ,但 如 果 复 制 的 方 
向 是 3 一 5 ,ddTTP 就 完全 不 可 能 有 机 会 参 人 到 DNA 链 之 中 ,更 不 可 能 导致 末端 终止 。 


5 一 3 复制 
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侠 4-4 证 明 DNA 复制 的 方向 始终 是 5 -~3' 的 末端 终止 实验 


《6) 复制 起 始 于 特定 的 区 域 ,但 终止 的 位 置 通常 不 国定 。 
体内 的 DNA 复制 具有 相对 固定 的 起 点 。 作 为 复制 起 点 的 碱 基 序列 通常 被 称 为 复制 
起 始 区 (replication origin) 。 细 菌 . 古 菌 和 真 核 生物 的 DNA 复制 起 始 区 数目 不 同 ,细菌 只 


第 四 章 “DNA 的 生物 合成 


有 一 个 , 真 核 生 物 则 有 多 个 (图 4-5) ,而 古 菌 一 般 也 是 有 多 个 。 通 常 将 含有 1 个 复制 起 
始 区 的 独立 复制 单位 称 为 复制 子 (replicon) 。 按 此 定义 ,细菌 显然 只 有 一 个 复制 子 , 而 真 
核 生 物 和 十 菌 则 有 多 个 复制 子 。 


复制 泡 | 复制 又 


ss 
ERA -FU 


售 4-5 真 核 生 物 DNA 的 多 个 复制 叉 结构 


复制 起 始 区 一 般 具 有 以 下 三 个 重要 的 特征 ， KEEP 和 o 何 设计 一 个 实验 ， 

GD 由 多 个 短 的 重复 序列 组 成 。 例 如 ,细菌 的 复制 起 始 区 含有 3 个 同 源 的 十 三 聚 核 。 老 出 一 种 细菌 的 复制 起 站 
音 酸 (13mer) 和 4 个 同 源 的 九 聚 核 苷 酸 序列 (9mer)( 图 4 - 6A)。 再 如 ,酵母 的 复制 起 始 训 5 
区 ARS;, 共 含有 4 段 短 的 重复 序列 (Al1.Bl1、.B2 和 B3), 但 只 有 Al 区 是 绝对 必需 的 ,Bl、 
B2 和 B3 的 功能 仅仅 是 提高 复制 的 效率 (图 4- 6B)。 


A. 细菌 的 复制 起 始 区 
1 


166 201 240 
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B. 酵母 的 复制 起 始 区 
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侠 4-6 细菌 和 酵母 DNA 复制 起 始 区 的 序列 特征 


@O) 通 铝 富 含有 利于 DNA 双 螺 旋 解 链 的 AT 碱 基 对 。 例 如 ,根据 计算 机 分 析 , 人 类 
复制 起 始 区 的 一 致 序列 是 WAWTTDDWWWDHWGWHMAWTT, 这 里 的 W=A 或 T; 
D=A,G 或 T;H=A,C 或 TIM=A 或 C。 

@) 能 够 被 特定 的 复制 起 始 区 结合 蛋白 识别 并 结合 。 例 如 ,识别 细菌 复制 区 的 蛋白 
质 是 DnaA 和 蛋 白 ,识别 真 核 生 物 核 DNA 复制 起 始 区 的 是 起 始 区 识别 蛋白 质 复 合体 
(COrcl 一 Orc6) ,识别 古 菌 复 制 区 的 蛋白 质 是 Orcl/Cdc6 。 

不 同 真 核 生 物 的 复制 起 始 区 通常 可 以 互 用 ,例如 人 的 复制 起 始 区 在 酵母 中 也 能 起 作 
用 。 但 是 ,一 种 细菌 的 复制 起 始 区 只 有 在 亲缘 关系 十 分 密切 的 其 他 细菌 中 才能 互 换 。 

一 旦 DNA 复制 从 起 始 区 起 动 , 该 区 域 的 DNA 首先 发 生 解 链 , 形 成 又 状 结构 ,这 样 
的 结构 被 形象 地 称 为 复制 又 (replication fork) 。 

57) 一 般 为 双向 复制 。 

几乎 所 有 的 DNA 复制 在 起 始 区 起 动 以 后 ,会 “左右 开 号 ”, 同 时 向 两 个 方向 展开 , 进 
行 双向 复制 (bidirectional) ,每 一 个 复制 起 始 区 形成 2 个 复制 又 。 但 少数 质粒 DNA( 如 大 
肠 杆菌 质粒 ColE1) 进 行 单 向 复制 ,只 有 1 个 复制 又 。 
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确定 体内 的 一 个 DNA 分 子 究竟 是 不 是 进行 双向 复制 ,可 以 参考 John Cairns 在 大 肠 
杆菌 中 曾经 使 用 过 的 方法 :在 复制 就 要 开始 之 前 ,将 大 肠 杆菌 放 在 含 低 剂量 的 [HHJ- 脱 
氧 胸 苷 的 培养 基 中 培养 数 分 钟 。 随 后 ,将 大 肠 杆菌 转移 到 含 高 剂量 的 [ 也 j- 脱 氧 胸 昔 的 培 
养 基 中 继续 培养 一 段 时 间 后 ,收集 细胞 ,温和 裂解 以 抽取 其 中 的 染色 体 DNA, 并 进行 放射 
自 显影 。 如 果 是 双向 复制 , 则 中 间 的 银 颗 粒 密度 低 ,两 侧 的 银 颗 粒 密度 高 ;如 果 是 单 向 复 
制 , 则 银 颗 粒 的 密度 是 一 端 高 , 另 一 端 低 ( 图 4- 7A) 。 低 密度 银 颗 粒 表明 这 一 段 DNA 是 一 
开始 就 合成 的 ,应 属于 复制 起 始 区 ,而 与 高 密度 颗粒 相对 应 的 DNA 是 后 来 才 合 成 的 。 
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登 4-7 Cairns 证 明 大 肠 杆 菌 DNA 双向 复制 的 实验 


4-7B 为 Cairns 在 大 肠 杆菌 中 得 到 的 放射 自 显影 实验 结果 ,这 表明 大 肠 杆菌 染色 
体 DNA 复制 是 双向 的 。 

(8) 半 不 连续 性 。 

因为 DNA 复制 的 方向 总 是 5 一 3 ,而 构成 DNA 双 螺 旋 的 两 条 链 也 总 是 呈 反 平行 关 
系 , 所 以 ,在 一 个 复制 又 内 进行 的 DNA 复制 很 可 能 以 半 不 连续 (semi-discontinuous) 的 方 
式 展 开 , 即 其 中 的 一 条 子 链 与 复制 叉 前 进 的 方向 相同 ,被 连续 合成 ,而 另 一 条 子 链 与 复制 
叉 前 进 的 方向 正好 相反 ,需要 先 合 成 一 些小 的 不 连续 的 片段 ,然后 这 些 不 连续 的 片段 再 
连接 起 来 ,成 为 一 条 连续 的 链 , 这样 的 合成 为 不 连续 合成 。 

1958 年 ,Reiji Okazaki 使 用 己 瑞 ]- 脱 氧 胸 昔 进 行 脉 冲 标记 (pulse labeling) 和 脉冲 追踪 
(pulse chase) 实 验 , 证 明 大 肠 杆菌 内 的 DNA 复制 是 以 半 不 连续 的 方式 进行 的 。 他 的 脉冲 
标记 实验 是 为 了 使 用 放射 性 同位 素 即 时 标记 在 特定 时 段 内 合成 的 DNA, 而 脉冲 追踪 的 目 
的 则 是 要 确定 那些 被 标记 上 的 DNA 片段 后 来 的 去 向 。 他 以 大 肠 杆菌 的 T4 只 菌 体 为 实验 
对 象 ,结果 表明 T4 鸣 菌 体 DNA 的 复制 至 少 有 一 条 子 链 是 不 连续 合成 (图 4- 8 和 图 4- 9)。 


脉冲 标记 -追踪 实验 

加 入 大 量 的 在 不 同 的 时 段 ， 
受 T4 鸣 菌 体感 加 |[ 上- 相 非 同位 素 标记 的 dl 收集 大 肠 杆菌 ， 
染 的 大 肠 杆菌 很 短 的 时 间 允许 DNA 抽取 DNA, 碱 变 

(如 几 秒 钟 ) 继续 复制 性 处 理 。 
超 离 心 ， 以 分 离 
大 小 不 同 的 DNA 

人 倒 4-8 Okazaki 的 脉冲 标记 和 脉冲 追踪 的 实验 


号 ? 二 上 最 小 的 


解 链 的 方向 
本 和 
最 大 的 


与 7 
人 冬 4- 9 Okazaki 的 脉冲 标记 和 脉冲 追踪 的 实验 结果 分 析 


然而 ,如 果 仔 细 分 析 Okazaki 最 初 得 到 的 实验 数据 ,就 会 发 现 得 到 的 同位 素 标记 的 
短 DNA 片段 的 量 远 远 超过 新 合成 DNA 总 量 的 一 半 ( 图 4- 10), 这 似乎 说 明 T4 噬菌体 
DNA 的 两 条 子 链 都 是 不 连续 合成 的 。 但 不 久 发 现 , 这 种 现象 是 细胞 内 有 少量 的 dUTP 
错误 参 人 到 连续 合成 的 链 上 ,从 而 诱发 细胞 内 的 碱 基 切 除 修复 系统 切 开 DNA 链 造成 的 。 
若 使 用 参与 这 种 碱 基 切 除 修复 的 尿 喀 啶 -DNA 糖苷 酶 (uracil DNA glycosidase，UDG) 缺 
失 的 大 肠 杆菌 突变 株 进 行 同 样 的 实验 , 则 发 现 新 合成 的 DNA 大 约 有 一 半 由 短 的 DNA 
片段 组 成 , 另 一 半 为 连续 合成 的 大 片段 。 另 外 ,如 果 使 用 负责 将 小 片段 连接 成 大 片段 的 
DNA 连接 酶 CDNA ligase) 有 缺陷 的 大 肠 杆 菌 突变 株 ,来 进行 类 似 的 实验 ,就 发 现 胞 内 有 
大 量 短 DNA 片段 的 积累 ,这 就 进 二 步 肯定 了 大 肠 杆菌 DNA 复制 的 半 不 连续 性 。 


6 上 短 的 DNA 片 断 


长 的 DNA 片 断 
120 秒 


放射 性 强度 (10: cpm/0.1 mL) 
放射 性 强度 (10; cpm/0.1 mL) 


4 0 


1 2 3 1 3 
与 离心 管 顶 部 的 相对 距离 与 离心 管 项 部 的 相对 距离 
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分 子 生物 学 (第 二 版 ) 
从 此 以 后 ,人 们 将 在 复制 叉 中 不 连续 合成 的 DNA 片段 称 为 网 崎 片段 COkazaki 


fragment) ,同时 采纳 了 Okazaki 最 初 的 建议 ,将 连续 合成 的 DNA 子 链 称 为 前 导 链 
(leading strand) ,不 连续 合成 的 子 链 称 为 后 随 链 (lagging strand) 或 滞后 链 ( 图 4-11)。 


前 导 链 
母 链 DNA 
2 网 岩片 段 


后 随 链 


复制 又 前 进 的 方向 
余 4-11 DNSA 的 半 不 连续 复制 


Box 4-2 冈 崎 令 治 与 风 崎 片段 


冈 崎 令 治 (RaijiOkazaki) 肿 日 本 已 故 的 落 名 分 子 生 物 学 家 , 因 与 其 妻子 冈 崎 恒 子 
CTsuneko OKkazaki) 发 现 DNA 合 成 前 体 的 短片 段 即 " 冈 崎 片段 "广为人知 ,被 誉 为 分 子 
物 学 的 先驱 。 如 果 不 是 英 年 早 送 , 他 很 可 能 因 此 获得 诺 贝 汞 奖 。 
1930 年 10 月 8 卓 ,网 崎 令 治 出 生 于 量 本 广岛 。1945 年 , 当 他 在 广 锅 就 读 中 学 二 
二 亲历 了 广 久 原子 弹 爆 炸 ,身体 淋 到 爆炸 后 的 “ 黑 雨 全 可 能 因此 种 下 蛙 送 的 污 
。1953 年 从 名 地 屋 大 学 理学 部 生物 学 科 毕 业 , 投 入 发 育 生 物 学 家 十 田 常 难 门 下 , 进 
rr 


Reiji Okazaki(1930 一 1975) 和 Tsuneko Okazaki 


1960 年 , 冈 崎 前 往 华 盛 顿 大 学 求学 , 师 从 Arthur Kornberg 等 学 者 。 之 后 在 斯 坦 

而 大 学 求学 ,并 于 1963 年 回 到 日 本 ,担任 名 十 屋 大 学 的 助理 教授 半 1967 年 升任 为 教授 。 

当时 , Waston 和 Click 提出 DNA 双 螺 旋 结 枸 模 型 已 经 二 年 有 余 , 这 期 间 关 于 

DNA 复制 的 研究 如 雨后春笋 般 不 断 涌现 。1956 年 ,Kornberg 分 离 出 了 大 肠 杆 菌 的 

DNA 聚合 酶 工 。1958 年 ,Meselson 和 Stahl 通过 密度 梯度 离心 实验 证 明 DNA 是 半 保 
留 复制 的 
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由 于 构成 DNA 双 螺 旋 的 两 条 链 是 反 平 行 的 ,因此 在 复制 时 的 方向 性 就 成 了 一 个 
问题 。 究 竟 是 一 条 链 按照 5 ->3 的 方向 , 另 一 条 链 按照 3 一 5 的 方向 , 即 两 条 链 均 为 
连续 合成 ,还 是 两 条 链 均 接 照 5 一 >3/ 的 方向 ,但 有 一 条 链 只 能 合成 一 些 不 连续 的 片段 ， 
即 为 半 不 连续 的 合成 呢 ? 当时 的 体外 合成 实验 已 经 实现 了 5' 一 3 的 合成 ,和 但 未 实现 
3 一 5 的 合成 。 因 此 冈 崎 猜想 DNA 在 合成 子 代 链 的 过 程 中 是 遵循 5 一 3 的 合成 规律 
的 。 基 于 这 个 猜想 ,他 进一步 准 断 出 ,如 果 是 不 连续 合成 ,那么 在 子 代 链 形成 过 程 中 产 
生 的 DNA 小 片段 便 可 以 通过 一 定 的 手段 分 离 出 来 。 他 设计 了 实验 ,来 验证 他 的 猜想 。 
他 使 用 了 用 ?H 标记 的 dT 作 为 DNA 全 成 的 原料 艺 一 ,加 入 到 培养 基 中 ,用 工 ,噬菌体 
感染 大 肠 村 菌 , 每 隔 一 段 时 间 离 心 来 检测 DNA 片段 大 小 以 及 放射 性 强度 。 结 果 与 他 
的 预期 结果 一 致 。 这 也 就 说 明了 DNA 复制 过 程 中 是 存在 不 连续 合成 的 。 他 的 实验 结 
果 发 表 在 1968 年 的 了 Proc. NatL Acad.， Sci 上 。 

“在 此 之 后 ,他 又 围绕 DNA 不 连续 复制 的 机 制 做 了 一 系列 的 研究 。1969- 年 ,他 又 通 
过 实验 验证 了 新 合成 的 DNA- 分 子 中 , 约 50 凶 为 长 链 DNA, 约 50%% 为 短 的 DNA 片段 即 
冈 崎 片段 。 这 更 加 精确 地 说 明了 DNA 复制 过 程 中 两 条 子 链 的 合成 为 半 不 连续 复制 。 
1972 年 他 发 现 连接 冈 崎 片段 之 间 的 RNA, 从 而 让 他 完善 了 DNA 的 不 连续 合成 的 模型 。 

1975 年 ,由 于 广岛 原 子弹 爆炸 诱发 的 慢性 粒 细 胞 白血病 , 冈 崎 在 访 美 途中 去 世 ， 
享年 44 岁 。 在 此 之 后 ,他 的 夫人 冈 峙 恒 子 ,同时 也 是 名 古 屋 大 学 教授 ,继续 了 他 的 研 
究 。 从 他 1T968 年 在 PNAS 上 发 表 的 第 一 简 关 于 DNA 复制 模型 的 文章 算 起 ,直到 他 的 
不 幸 离 世 , 他 的 “Mechanism of DNA chain growth” 系 列 文章 已 经 发 表 了 16 篇 之 多 。 
他 做 科研 的 深入 和 专 一 让 此 可 见 一 斑 。 而 最 后 一 篇 文章 ,也 就 是 这 个 系列 的 第 16 篇 
文章 ,是 他 的 妻子 和 同事 们 籽 据 他 生前 的 实验 记录 整理 而 成 ,也 算是 对 他 的 一 种 纪念 。 

Kornberg 在 回忆 冈 崎 生平 时 ,对 他 实验 时 的 勇气 和 谍 略 给 予 了 很 高 的 评价 。 一 
次 , 冈 峙 在 做 实验 时 ,为 了 按照 之 前 制备 10 mD 酶 液 的 方案 制备 几 升 的 酶 液 ; 他 用 了 
236 支 试 管 来 亲自 制备 ,以 保证 制备 的 质量 。 这 在 旁人 看 来 是 几乎 难以 想象 的 任务 ， 
而 冈 崎 却 不 浪费 一 分 一 秒 ,在 短 短 几 个 小 时 内 就 完成 了 全 部 工作 。 还 有 一 次 , 冈 崎 为 
了 测定 各 种 因素 对 于 酶 活性 的 影响 ,他 做 了 128 组 的 实验 ,而 一 般 人 只 会 做 10 一 20 组 
实验 就 得 出 结论 。Kornberg 称 之 为 不 可 打破 的 记录 。 从 这 两 个 实验 的 小 故事 中 ,我 
们 能 感受 到 冈 崎 做 实验 时 一 丝 不敬 的 严谨 态 度 。 已 

为 了 纪念 网 崎 夫妇 在 发 现 冈 崎 片段 上 做 出 的 杰出 贡献 ;名 十 屋 大 学 生命 分 子 研究 
所 和 理学 部 共同 设立 了 冈 崎 量子 - 令 治 奖 (Tsunekoltz Reiji Okazaki Award) ,每 年 授予 
一 位 在 生命 科学 领域 做 出 杰出 贡献 的 研究 者 。2015 年 5 月 ,当今 世界 在 基因 组 编辑 
研究 领域 首屈一指 的 哈佛 大 学 和 麻 省 理工 学 院 的 张 锋 博 士 荣获 首届 冈 崎 奖 , 而 2016 
年 12 月 , 密 歌 根 大 学 从 事 干细胞 研究 等 Yukiko Yamashita( 罩 于 直 纪 子 ) 博 士 获得 第 
三 届 冈 崎 奖 。 

今天 ,在 任何 一 永生 物化 学 和 分 子 生 物 学 的 教科 书 上 ,都 会 提 到 “ 冈 崎 片段 ”的 概 
念 ,虽然 带 着 没有 获得 诺 贝 尔 奖 的 一 丝 遗 憾 ,但 丝毫 不 会 影响 它 的 光芒 。 我 们 回顾 科 
学 大 师 的 一 生 , 充 满 着 传奇 色彩 ,幸运 与 不 幸 之 间 ,传递 出 严谨 的 治学 态度 和 大 胆 的 科 
学 想象 : 科学 ,就 是 这 样 一 件 有 趣 的 事 ; 而 做 科研 的 人 ,就 是 这 样 一 群 甘于 奉献 又 乐 在 
其 中 的 人 。 


(9) 具有 高 度 的 忠实 性 。 
DNA 复制 出 错 的 机 会 很 小 ,其 忠实 性 明显 高 于 转录 、 反 转录 、RNA 复制 和 翻译 。 


DNA 复制 的 高 度 忠 实 性 ,归功 于 细胞 内 存在 一 系列 互 为 补充 的 纠 错 机 制 (参看 DNA 复 


制 的 高 度 忠 实 性 ) 。 


第 四 章 “DNA 的 生物 合成 


117 


118 


二 .DNA 复制 的 酶 学 


DNA 复制 是 一 项 浩大 的 协同 “工程 ”, 涉 及 一 系列 的 蛋白 质 和 酶 ,主要 的 酶 和 和 蛋白质 
有 DNA 聚合 酶 (CDNA polymerase，DNAP) .DNA 解 链 酶 (helicase) . 单 链 DNA 结合 蛋白 
(single-stranded binding protein，SSB)  DNA 引发 酶 (primase) .DNA 拓扑 异 构 酶 .DNA 
连接 酶 和 屎 喀 啶 - DNA 糖苷 酶 等 。 若 是 真 核 生物 的 细胞 核 DNA 复制 ,还 需要 端 粒 酶 。 

对 细胞 内 参与 DNA 复制 的 各 种 蛋白 质 和 酶 的 鉴定 ,主要 是 利用 DNA 复制 突变 体 
的 互补 (complementation) 和 体外 复制 系统 的 重建 (reconstitution) 这 两 种 方法 。 互 补 的 
原理 是 利用 某 种 野生 型 的 蛋白 质 ,去 恢复 特定 的 DNA 复制 缺陷 突变 体 的 复制 功能 ,从 而 
确定 参与 复制 的 蛋白 质 ;重建 的 原理 是 在 体外 复制 系统 (一 般 是 比较 简单 的 噬菌体 或 病 
毒 复制 系统 ) 中 , 先 人 为 去 掉 某 种 成 分 ,致使 复制 不 能 正常 进行 。 然 后 在 复制 系统 中 , 逐 
一 添加 经 分 步 收集 得 到 的 可 能 参与 复制 的 蛋白 质 抽取 物 , 看 是 否 能 恢复 复制 活性 ,从 而 
确定 复制 蛋白 。 这 两 种 方法 实际 上 对 鉴定 参与 其 他 过 程 的 蛋白 质 也 很 有 帮助 ,如 转录 、 
转录 后 加 工 、 翻 译 和 细胞 周期 的 调控 等 过 程 。 

(一 ) DNAP 

DNAP 是 专门 催化 DNA 生物 合成 的 酶 ,包括 DNA 依赖 性 DNA 聚合 酶 (CDNA- 
dependent DNA polymerase) 和 RNA 依赖 性 DNA 聚 合 酶 (RNA-dependent DNA 
polymerase) 。 这 两 类 DNA 聚合 酶 各 自 以 DNA 和 RNA 为 模板 ,分 别 催化 DNA 复制 和 
逆转 录 反 应 。 

下 面 介绍 的 都 是 依赖 于 DNA 的 DNA 聚合 酶 ,其 催化 的 反应 通 式 为 ， 


人 
引物 - OH 二 (CdNTP)， _DNA 来 合用 *DNA 模板 / 镁 离子 .引物 - O-dNMP 十 CdNTP)，, 十 PP， 


反应 中 形成 的 PP 在 细胞 内 焦 磷酸 酶 的 催化 下 ,可 迅速 被 水 解 并 释放 出 大 量 的 能 量 。 
这 使 得 聚合 反应 趋 于 完全 。 如 果 没 有 焦 磷 酸 酶 ,上 面 的 反应 实际 上 是 可 逆 的 。 

DNA 复制 的 一 些 基 本 特征 是 直接 由 DNA 聚合 酶 决定 的 。 例 如 ,DNA 复制 需要 引 
物 和 DNA 链 延 伸 的 方向 总 是 5 一 3 。 

在 三 维 结构 上 ,所 有 的 DNAP( 甚 至 RNA 聚合 酶 ) 都 折 释 成 类 似 于 右手 的 构象 ,由 手 
指 (finger) .手掌 (palm) 和 拇指 (thumb) 三 个 结构 域 组 成 。 所 有 DNAP 催化 磷酸 二 酯 键 
形成 的 反应 机 制 几乎 相同 (图 4- 12): 都 涉及 2 个 Mg ,1 个 是 随 dNTP 进入 活性 中 心 
的 , 另 1 个 本 来 就 存在 于 活性 中 心 的 底部 ,与 活性 中 心 的 3 个 Asp 残 基 结 合 。 在 所 有 物 
种 的 DNAP 分子 上 ,这 3 个 Asp 亚 基 都 是 高 度 保守 的 。 其 中 有 一 个 Mg ,促进 前 一 个 
核 背 酸 的 3- 关 基 对 下 一 个 dNTP 的 n 磷 展 开 亲 核 进攻 , 另 一 个 Mg&+ 则 促进 焦 磷 酸 基 团 
的 取代 , 且 这 两 个 Mg*+ 都 有 助 于 稳定 反应 中 形成 的 磷 五 价 过 渡 态 。 

根据 序列 的 同 源 性 ,生物 体内 的 DNAP 一 般 可 分 为 A.B.C.D.X.Y 和 了 RT 七 大 家 
族 :A 类 包括 T7 鸣 菌 体 DNA 聚合 酶 、 真 核 生物 线粒体 DNA 聚合 酶 7 和 细菌 DNA 聚合 
酶 I 工 ;B 类 存在 于 细菌 . 古 菌 和 真 核 生 物 , 包 括 真 核 生 物 的 DNA 聚合 酶 ,8\s 和 一 些 噬 
菌 体 DNA 聚合 酶 ,如 鸣 菌 体 T4 和 更 29 的 DNA 聚合 酶 ;C 类 只 存在 于 细菌 ,主要 代表 是 
细菌 的 DNA 聚合 酶 于 ;D 类 只 存在 于 古 菌 ,它们 参与 DNA 复制 和 修复 ;X 类 的 主要 代表 
是 真 核 生物 的 DNA 聚合 酶 B 入 和 YY 类 包括 真 核 生 物 的 DNA 聚合 酶 修 必 Revl 以 及 
细菌 的 DNA 聚合 酶 和 V ;RT 类 专 指 道 转录 酶 ,包括 各 种 逆转 录 病 毒 编码 的 逆转 录 酶 
和 真 核 生 物体 内 的 端 粒 酶 。 
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Asp' ASp 聚合 酶 
侠 4-12 DNA 聚合 酶 催化 反应 的 机 抽 
表 4-1 DNA 聚合 酶 的 分 类 及 比较 
:村 直 看 在 1 队 了 7 全 
细菌 和 真 核 某 些 噬菌体 DNA. 和 线粒体 T7 只 菌 体 DNA 聚合 酶 、 真 核 生物 线 
A 生物 DNA 复制 ,细菌 DNA 的 修复 ” 粒 体 DNA 聚 合 酶 思 叶 绿 体 DNA 聚 
合成 合 酶 和 细菌 DNA 聚合 酶 工 


姑 菌 去 菌 和 真 核 生物 细胞 核 DNA 复制 、 细 菌 DNA 聚合 酶 工 、 真 核 生物 的 


B 号 真 核 证 物 某 些 唆 菌 体 DNA 复制 和 细菌 “DNA 聚 合 酶 hs 和 一 些 噬菌体 
国 DNA 的 修复 合成 DNA 聚合 酶 

C_ ”细菌 细菌 染色 体 DNA 复制 细菌 的 DNA 聚合 酶 耿 

D 一 广 知 黄 产 古 菌 染 色 体 的 DNA 复制 “极端 嗜 热 菌 体内 的 Pfu DNA 育 合 酶 


X ，” 真 核 生 物 真 核 生 物 核 DNA 的 修复 合成 ” 真 核 生物 的 DNA 聚合 酶 B 和 和 只 
Y ”细菌 和 真 核 生 “细菌 和 真 核 生 物体 内 的 跨 损伤 ” 真 核 生物 的 DNA 聚合 酶 小 \k\Revl 
物 合成 及 细菌 的 DNA 聚合 酶 信和 


RT ”逆转 录 病 毒 和 ”逆转 录 基因 组 RNA 的 复制 和 “逆转 录 病 毒 (如 艾滋 病 病 毒 ) 编 码 的 
真 核 生物 真 核 生 物 端 粒 DNA 的 复制 ”逆转 录 酶 和 真 核 生 物体 内 的 端 粒 酶 


不 同 的 DNA 聚合 酶 的 进行 性 (processivity) 有 所 差别 。 这 里 的 进行 性 是 指 一 种 
DNA 聚合 酶 从 与 引物 -模板 结合 ,到 与 模板 解 离 这 段 时 间 内 催化 参 和 的 核 苷 酸 的 数目 。 
在 细胞 内 , 既 有 进行 性 很 高 的 DNA 聚合 酶 ,也 有 进行 性 较 低 的 DNA 聚合 酶 。 只 有 进行 
性 高 的 DNA 聚合 酶 才 适 合 催化 DNA 的 复制 ,而 进行 性 低 的 DNA 聚合 酶 只 适合 催化 
DNA 的 修复 合成 。 例 如 , 真 核 细胞 DNAP8 的 进行 性 只 有 1 个 核 苷 酸 , 显然 真 核 细 胞 的 
DNA 复制 不 可 能 交 给 这 样 的 聚合 酶 ,和 否则 复制 的 效率 将 会 极其 低下 ! 

1 细菌 的 DNAP 

细菌 的 DNA 聚合 酶 最 早 是 在 大 肠 杆 菌 体 内 发 现 的 。 已 在 大 肠 杆 菌 中 发 现 DNAP 
IT 下 JV 和 V, 现 分 别 加 以 讨论 。 

(1) 大 肠 杆 其 的 DNA 聚合 酶 

工 DNAPI 

DNAPIT 最 初 是 由 Arthur Kornberg 和 Bob Lehman 在 大 肠 杆 菌 中 发 现 的 。 在 
Watson 和 Crick 提出 DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 并 对 DNA 复制 的 可 能 机 制 做 出 预测 以 后 ， 


1TL9 


(GE 作 认 为 Klenow 酶 还 


能 俊 化 缺口 平移 反应 吗 ? 为 


[图 4- 14  Klenow 酶 的 
结构 模型 
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许多 生物 学 家 在 努力 寻找 那个 想象 中 的 直接 催化 DNA 合成 的 酶 。1957 年 ,该 项 研究 取 
得 了 突破 ,Kornberg 从 大 肠 杆菌 中 分 离 到 一 种 能 够 在 体外 催化 DNA 合成 的 酶 。 该 酶 后 
来 称 为 DNAP IT ,有 时 也 称 为 Kornberg 酶 。 

DNAPI 由 zolA 基因 编码 ,除了 具有 5 一 3 的 聚合 酶 活性 以 外 ,还 具有 5 -外 切 核酸 
酶 和 3“- 外 切 核酸 酶 的 活性 ,因此 是 一 种 多 功能 酶 (multi-functional enzyme) 。 

DNAPT 工 同时 具有 两 种 外 切 酶 活性 曾 让 科学 家 困惑 不 已 ,但 不 久 这 种 困惑 即 被 消除 
了 。 原 来 ,3 -外 切 酶 活性 是 用 来 自我 校对 的 :当铺 配 的 碱 基 出 现在 正在 延伸 的 DNA 链 
的 3- 端 时 ,DNAP 凭借 其 内 在 的 3 一 外 切 酶 活性 ,可 及 时 切除 错 配 的 核 苷 酸 ,然后 再 通过 
其 5 一 >3 的 聚合 酶 活性 换 上 正确 的 核 苷 酸 。 至 于 DNAP 工 所 具有 的 5- 外 切 核酸 酶 活 
性 ,后 来 则 被 发 现 是 专门 用 来 切除 位 于 DNA5 -端的 RNA 引物 的 。 

DNAP 工 所 具有 的 聚合 酶 和 5 -外 切 酶 活性 的 配合 使 用 ,可 让 本 来 一 条 链 带 有 缺口 
的 DNA 分 子 发 生 缺 口 或 切口 平移 (nick translation) 。 如 图 4- 13 所 示 , 一 个 具有 切口 的 
DNA 分 子 受到 DNAP 工 的 作用 ,其 5 =- 外 切 酶 活性 能 从 切口 的 5 - 端 水 解 DNA 链 ,同时 
其 聚合 酶 活性 又 在 切口 的 3 一 端 延 伸 DNA 链 , 结 果 导 致 切口 位 置 向 3 - 端 平 移 。 如 果 在 
切口 平移 反应 系统 中 加 入 La-Pj- dNTP, 则 可 使 重新 合成 的 DNA 链 带 上 放射 性 标记 。 
实验 室 在 制备 核酸 探 针 的 时 候 经 常 使 用 这 种 方法 。 


dTTP D 有 虹 
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缺口 


为 了 对 DNAPT 工 所 具有 三 种 酶 活性 进行 功能 定位 , Hans Klenow 使 用 枯草 杆菌 蛋白 
酶 Csubtilisin) 或 胰 蛋 白 酶 (trypsin) 对 其 进行 处 理 , 最 终 得 到 大 小 两 个 片段 :大 片段 含有 
605 个 氨基 酸 残 基 (324 一 928) ,一 般 被 称 为 Klenow 片段 或 Klenow 酶 , 它 含 有 大 、 小 两 个 
结构 域 ,其 中 大 结构 域 (518 一 928) 具有 5 一 3 聚合 酶 活性 ,小 结构 域 (324 一 517) 保 留 了 
3 一 外 切 酶 活性 ;小 片段 含有 323 个 氨基 酸 残 基 (1 一 323) ,残留 着 5 -外 切 酶 活性 。 

1978 年 ,Tom Steitz 等 人 得 到 了 Klenow 酶 的 晶体 结构 (图 4=- 14), 使 人 们 对 催化 
DNA 合成 的 “分 子 机 器 ”有 了 更 直观 的 认识 。 实 际 上 ,该 酶 有 “校对 ”和 ”聚合 ”两 种 活性 
状态 (图 4-15)。 在 不 同 的 活性 状态 下 , 酶 的 构象 不 一 样 。 在 处 于 “校对 活性 状态 ?或 “ 编 
辑 活 性 状态 ”下 ,Klenow 酶 的 三 维 结构 形 如 右手 ,分 子 表面 含有 两 个 明显 的 近乎 垂直 的 
裂 妖 。 其 中 一 个 裂缝 位 于 大 结构 域 的 表面 ,在 手指 (由 工 - 了 螺旋 组 成 ) 与 拇指 (由 互 螺 
旋 和 工 螺 旋 组 成 ) 之 间 , 裂 缝 宽 约 有 2. 2 nm, 长 约 3 nm, 其 两 边 分 布 着 带 正 电荷 的 氨基 酸 
残 基 , 含 有 单 链 DNA 模板 的 结合 位 点 ,而 聚合 酶 的 活性 中 心 刚 好 位 于 该 裂 颖 底部 。 此 


时 ,外 切 酶 活性 中 心 距 离 聚 合 酶 仅 3. 5 nm, 位 于 拇指 和 手指 之 间 的 掌心 上 ;另外 一 个 裂缝 
为 双 链 DNA 结合 位 点 。 

当 酶 处 于 “聚合 ”活性 状态 时 ,位 于 聚合 酶 活性 中 心 的 一 些 呈 高 度 保守 性 的 氨基 酸 残 
基 , 如 R754、R682、K758 和 H734, 直 接 与 进入 活性 中 心 的 dNTP 上 的 磷酸 基 团 相互 作 
用 ,这 些 保 字 的 氨基 酸 残 基 均 带 有 正 电荷 。 进 一 步 的 研究 还 发 现 ,除了 这 些 带 正 电 荷 的 
保守 性 氨基 酸 残 基 以 外 ,进入 活性 中 心 的 dNTP 还 与 一 些 带 负电 荷 的 氨基 酸 残 基 发 生 作 
用 ,如 D882.D705 和 883。 


模板 聚合 酶 活性 中 心 


外 切 酶 活性 中 心 


“聚合 活性 状态 ” “编辑 活性 状态 ” 
便 4-15 Klenow 酶 的 聚合 和 校对 


在 DNA 复制 过 程 中 ,首先 合成 RNA 引物 。 引 物 合成 好 以 后 ,与 模板 链 一 起 诱导 酶 
的 构象 发 生变 化 ,致使 酶 在 外 切 酶 活性 中 心 附近 形成 一 个 新 的 裂 妖 。 随 后 ,RNA 引物 和 
模板 链 从 这 个 新 的 裂缝 进入 聚合 酶 活性 中 心 , 由 此 DNA 子 链 的 合成 在 引物 的 3- OH 
展开 。 

直到 1969 年 ,DNAP 工 还 一 度 被 认为 是 大 肠 杆菌 唯一 的 DNA 聚合 酶 。 然 而 , 随 着 
对 此 酶 研究 的 不 断 深 和 大 ,发 现 该 酶 的 一 些 性 质 显 然 不 适合 充当 催化 大 肠 杆 菌 染 色 体 
DNA 复制 的 主要 酶 。 这 些 性 质 包 括 :(1) 速率 太 慢 。 该 酶 催化 的 聚合 反应 V。, 约 为 
20 nt/s, 远 远 低 于 大 肠 杆菌 染色 体 DNA 复制 的 实际 速率 ;(2) 酶 量 太 多 。 据 测定 ,每 一 
个 大 肠 杆菌 细胞 大 约 含 有 400 个 分 子 的 DNAP 工 ,这 大 大 超过 每 一 个 大 肠 杆菌 染色 体 
DNA 两 个 复制 又 复制 所 需要 的 酶 量 ;(3) 进行 性 太 低 。 该 酶 的 进行 性 平均 值 为 20 nt 一 
50 nt, 撑 远 低 于 参与 DNA 复制 的 DNA 聚合 酶 的 实际 值 ;(4) DNAP 工 有 缺陷 的 大 肠 杆 
菌 突变 株 照 样 能 够 生存 。1969 年 ,De Luca 和 Cairns 报道 了 一 种 大 肠 杆菌 突 变 株 ,即使 
没有 DNAPTI 活 性 ,也 能 生存 。 但 这 样 的 突变 株 对 各 种 诱 变 剂 (如 紫外 线 ) 更 为 敏感 。 

由 于 DNAP TI 突变 株 能 够 正常 地 生长 , 它 自然 就 成 为 科学 家 寻找 其 他 DNAP 工 理想 
地 。 很 快 , 另 外 两 种 聚合 酶 一 -DNAPI 和 正在 这 种 突变 株 细胞 中 相继 被 发 现 。 

TDNAPII 

此 酶 也 具有 5 ->3 聚合 酶 和 3 -外 切 酶 活性 ,但 无 5- 外 切 酶 活性 。 其 大 小 为 90 KDa， 
由 oLB 基因 编码 。 

因 DNAPI 的 聚合 反应 速率 出 奇 的 慢 , 无 法 满足 大 肠 杆菌 染色 体 DNA 复制 的 需要 ， 
因而 此 酶 最 有 可 能 参与 DNA 的 修复 合成 。 而 实验 也 证 明 , 缺 乏 此 酶 活性 的 突变 株 在 生 
长 和 DNA 复制 上 无 任何 缺陷 。 

焉 . DNAP 焉 

DNAP 夺 含有 多 个 亚 基 , 虽 然 也 具有 5 ~3 聚合 酶 和 3 -外 切 酶 活性 ,但 却 由 不 同 的 
亚 基 承 担 ( 表 4-2)。 
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表 4-2 大 肠 杆菌 的 DNAP 开 


和 和 PIT 
亚 寺 了 村 二 让 和 
2 > 医 渤 也 


& 5 一 3 聚合 酶 活性 

E 3 -外 切 酶 活性 

0 ax 和 的 装配 

将 全 酶 装配 到 DNA 
滑动 钳 ( 进 行 性 因子 
滑动 钳 装 载 复合 物 
滑动 钳 装 载 复 合 物 
滑动 钳 装载 复合 物 “ 
滑动 钳 装 载 复 合 物 
滑动 钳 装载 复合 物 


DNAP 焉 是 参与 大 肠 杆菌 染色 体 DNA 复制 的 主要 酶 ,其 中 最 有 利 的 证 据 是 来 自 大 
肠 杆 菌 的 一 种 DNAP 焉 温度 敏感 型 突变 株 。 这 种 突变 株 只 能 生存 在 30 下 , 当 温度 上 
升 到 45 C 时 ,就 难以 生存 。 这 是 因为 编码 DNAP 世 xc 亚 基 的 zolC 基因 发 生 了 突变 , 臻 
使 该 酶 对 温度 变化 异常 敏感 。 当 环境 温度 超过 30 CC 以 后 ,就 很 容易 变性 而 失 活 , 这 时 
DNA 复制 就 不 能 正常 进行 ;而 在 允许 温度 以 下 ,该 酶 的 活性 是 正常 的 ,所 以 胞 内 的 DNA 
复制 也 就 正常 了 。 


全 酶 pol 芽 ” 核心 酶 


Ceoyme DO 


GE- 


二 8 局 
铀 载 复 合 物 周期 性 地 
装载 和 去 装载 p 滑 动 钳 
以 维持 后 随 链 的 合成 


冬 4-16 大 肠 杆 菌 DNAP 开 全 本 的 结构 模型 


DNAP 亚 的 组 成 十 分 复杂 ,有 核心 酶 和 全 酶 两 种 形式 (图 4- 16)。 全 酶 由 核心 酶 、 钳 


_ 载 复 合 物 (clamp-lioading complex) 和 滑动 钳 (sliding clamp) 组 成 。 


工 . 核心 酶 

由 ae 和 0 亚 基 组 成 。a 亚 基 由 poC( 也 称 draE) 基 因 编 码 ,具有 5' 一 3' 聚 合 酶 活 
性 。s 亚 基 由 dxraQ 基因 编码 ,具有 3 -外 切 酶 活性 ,负责 复制 的 校对 。 核 心 酶 单独 也 能 
催化 DNA 复制 ,但 进行 性 只 有 10 nt 一 15 nt。 

若 核心 酶 与 结合 , 则 形成 DNAP 焉 "。 体 内 的 DNAP 亚 形成 二 聚 体 , 分 别 负责 前 导 
链 和 后 随 链 的 复制 。r 和 6 亚 基 被 认为 参与 核心 酶 二 聚 体 的 形成 ,以 促进 前 导 链 和 后 随 
链 合成 的 偶 联 。 

开 . 钳 载 复合 物 

由 ys、8 、X 和 由 亚 基 组 成 。 其 中 Y-8$ 复合 物 具有 ATP 酶 活性 ,负责 B 滑动 钳 的 装 
载 。y 和 T 亚 基 都 是 draX 基因 的 产物 ,其 差别 是 翻译 过 程 中 有 没有 发 生 移 框 造成 的 。 

亚 . B 滑动 钳 

是 由 两 个 B 亚 基 (dnzaN 基因 的 产物 ) 为 环绕 DNA 模板 而 形成 的 环 状 六 角 星 结构 (图 
4-17), 其 外 径 为 8 nm, 内 部 为 一 空洞 ,直径 为 3. 5 nm, 大 于 DNA 双 螺 旋 的 直径 。 在 
DNA 复制 中 , 它 像 一 个 钳子 ,松散 地 夹 住 DNA 模板 ,并 能 自由 地 向 前 滑动 ,这 大 大 提高 
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了 DNAP 亚 的 进行 性 。 

B 滑 动 钳 的 装配 需要 消耗 ATP, 由 钳 载 复合 物 催化 ,其 中 具有 ATP 酶 活性 的 Y 亚 基 
通过 水 解 ATP 驱动 钳子 的 打开 ,并 帮助 钳子 装配 到 DNA 模板 上 。 

前 导 链 和 后 随 链 的 合成 都 需要 形成 B 滑 动 钳 ,但 前 导 链 在 合成 的 时 候 , 只 是 在 开始 
阶段 形成 一 次 ,这 种 结构 一 直 持续 到 前 导 链 合成 结束 ,而 后 随 链 在 合成 时 ,需要 周期 性 的 
装配 和 解体 ,实际 上 每 合成 一 个 冈 崎 片段 就 需要 形成 一 次 。 


(| 用 
表 4-3 DNAPI、 工 和 下 的 比较 NE 
1 本 再 cv 人 人 D ) 1。 时 有 SS SAN 7 
了 ta 十 大 二 全 芋 > 于 和 = 和 : VS 省 _ 吕 二 
结构 基因 zio 愉 | ES olC 本 RG 
大 小 CGkDa) 本 103 90 30 WA KL 
分 子 数 /细胞 “一 一 400 -一 100 10 全 权 
人 5 吧 志 国 4- 17 滑动 钳 的 
( 参 人 的 二 /8 琵 16 一 20 2 一 5 RN 250 一 1 000 2 二 
3 外 切 酶 活性 Ki 二 有 有 
5/- 外 切 酶 活性 一 有 )- 元 无 
进行 性 (nt) 3 一 200 10 000 500 000 
突变 体 表现 型 。 对 UV、 硫 酸 二 甲 酯 敏感 ” 无 DNA 复制 温度 敏感 型 
生物 功能 “  DNA 修复 .引物 切除 “ ， DNA 修 复 染色 体 DNA 复制 、 错 配 修复 
KMN. DNAPN 和 V 


DNAPI 和 TV 直到 1999 年 才 被 发 现 , 都 属于 易 错 的 聚合 酶 ,参与 DNA 的 修复 合成 。 
其 中 DNAPT 与 工 一样 , 在 细菌 生长 的 稳定 期 被 诱导 表达 ,一 起 修复 此 阶段 的 DNA 
损伤 。 你 认为 大 肠 村 菌 

DNAPV 则 在 细菌 进行 SOS 反应 (SOS response) 时 被 诱导 合成 ,主要 由 1 个 拷贝 的 PNAPR 和 还 惠 才 芒 发 现 
UmuC 和 2 个 拷贝 的 被 截 短 的 UmuD 组 装 而 成 ,其 能 够 在 DNA 模板 有 损伤 的 地 方 催化 “和 
DNA 复制 ,但 它 无 校对 活性 从 而 导致 复制 易 错 ,而 且 进 行 性 极 低 。SOS 反应 是 指 当 细菌 车 
受到 高 剂量 的 辐射 或 突变 剂 的 作用 下 ,其 染色 体 DNA 受到 严重 的 损伤 时 细胞 所 做 的 各 
种 保护 性 应 激 反应 (参见 第 五 章 DNA 的 损伤 .修复 和 突变 )。 当 细菌 进行 SOS 反应 的 时 
候 , 包 括 xwzxC 和 zxzxD 在 内 的 一 系列 基因 被 诱导 表达 ,这 显然 有 利于 细菌 在 恶劣 环境 
中 的 生存 。 

(2) 玉 生 嘲 热 菌 CIThermus aqguautiicus) 的 DNA 聚合 酶 

水 生 嗜 热 菌 是 一 类 生活 在 热 果 或 深海 热 果 之 中 的 细菌 ,其 体内 的 DNA 聚合 酶 一 般 
叫 Taq 酶 。 此 酶 能 够 抵抗 较 高 的 温度 ,其 酶 活性 的 最 适 温度 为 75 亿 一 80 人 ,在 92.5C 
和 95 尼 下 ,半衰期 分 别 是 2 个 小 时 和 40 分 钟 。 由 于 能 够 抵抗 较 高 的 温度 ,Tadq 酶 被 广泛 
用 于 PCR。 

Tad 酶 既 没 有 5 -外 切 酶 活性 ,也 没有 3 -外 切 酶 的 活性 。 缺 乏 3 -外 切 酶 的 活性 使 
其 在 催化 DNA 复制 的 时 候 ,更 容易 发 生 错 误 , 其 错误 率 约 为 1/9 000, 因 此 它 适 合 扩 增 较 
短 的 DNA。 然 而 ,使 用 基因 工程 的 改造 ,可 在 Taq 酶 分 子 上 引入 源 自 一 种 古 菌 体内 耐 热 
的 Pfu DNA 聚合 酶 的 3 -外 切 酶 的 结构 域 , 从 而 得 到 具有 校对 活性 的 高 保 真 Taq 酶 。 

2. 真 核 细 胞 的 DNAP 

已 在 真 核 细 胞 中 发 现 超过 15 种 以 上 的 DNAP, 但 最 重要 的 是 5 种 较 早 发 现 的 
DNAPa.B.y.8 和 es( 表 4-4)，, 后 来 发 现 的 10 多 种 DNAP( 如 聚合 酶 9.5 kescAA 灿 和 
8 一 般 无 3 -外 切 酶 活性 (6 除外 ) ,因此 无 校对 活性 ,而 且 它 们 在 催化 DNA 合成 的 时 候 ， 
比较 “任性 ”, 即 不 按照 碱 基 互补 配对 规则 行事 ,在 体内 的 功能 是 参与 DNA 的 跨越 合成 
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(bypass synthesis) (参见 第 五 章 “《DNA 的 损伤 .修复 和 突变 ) 。 
表 4-4 真 核 细胞 DNAPu .pyY、.5 和 z 的 比较 


亚 细 胞 定位 细胞核 细胞核。 线粒体 基质 “细胞核 ” 细胞核、 
引发 酶 活性 有 无 无 2 = 
亚 基数 目 4 于 4 3 一 5 | 
催化 亚 基 的 大 小 210 一 230 或 
cd 这 160 一 185 0 125 -125 125~140 
对 dNTPs 的 及 值 沉 六 各 
CoMD 2~5 104 0.5 人 2 一 4 
内 在 的 进行 性 中 等 低 高 代 二 一 二 -二 
在 PCNA 存在 时 
3- 外 切 酶 活性 本 让 亚 有 有 有 
5 二 外 切 酶 活性 无 3 无 学 无 
对 3 ,5 - ddNTP | 
的 敏感 性 一， 保 人 
| 日 
对 阿拉 伯 糖 CTP. 上 
的 本 是 证 高 低 低 ” 高 高 
对 四 环 双 莫 ( 蚜 肠 吕 2 
毒素 ) 的 敏感 性 丙 ，  ， 储 中 灿 
生物 功能 细胞 核 DNA 细胞核 DNA 线粒体 DNA “细胞 核 DNA 细胞 核 DNA 
复制 修复 : .复制 复制 复制 和 修复 
(1) DNAPa 


DNAPao 是 一 种 异 源 四 聚 体 蛋 白 ,拇指 一 手掌 一 手指 三 个 结构 域 位 于 p180 亚 基 上 :N 
端 结构 域 由 1 一 329 位 氨基 酸 残 基 组 成 ,是 催化 活性 和 四 聚 体 复合 物 组 装 必 需 的 ;中 央 结 
构 域 由 330 一 1 279 位 氨基 酸 残 基 组 成 ,含有 与 DNA 结合 .dNTP 结合 和 磷酸 转移 所 必需 
的 保守 区 域 ;C 端 结构 域 由 1 235 一 1 465 位 氨基 酸 残 基 组 成 ,并 非 催化 活性 所 必需 ,但 参 
与 和 其 他 亚 基 的 相互 作用 。 

DNAPa 最 独特 的 性 质 是 它 的 2 个 小 亚 基带 有 引发 酶 的 活性 ( 见 后 ), 负 责 合 成 RNA 
引物 。 在 DNA 复制 过 程 中 ,DNAPu 与 复制 起 始 区 结合 , 先 合成 短 的 RNA 引物 (长 度 约 
为 10 nt) ,再 合成 长 为 20 nt 一 30 nt 的 DNA 片段 ,然后 由 DNAP8 和 es 取 而 代 之 。 

DNAPa 缺乏 3 -外 切 酶 活性 ,因此 无 校对 能 力 。 但 在 DNA 复制 过 程 中 ,复制 蛋白 A 
(replication protein A，RPA) 与 它 相互 作用 ,可 稳定 它 与 引物 末端 的 结合 ,同时 降低 了 参 
入 错误 核 苷 酸 的 机 会 ,从 而 抵消 了 其 因 无 校对 能 力 对 复制 忠实 性 不 利 的 影响 。 

(2) DNAP 和 上 # 

DNAPS8 由 3 一 5 个 亚 基 组 成 ,例如 哺乳 动物 细胞 的 DNAP8 由 4 个 亚 基 组 成 (p125、 
p66、p50 和 pl12);DNAPe 由 4 个 亚 基 组 成 ,例如 入 细胞 DNAPe 的 4 个 亚 基 是 p261、p59、 
pl17 和 pl12。DNAP8e 和 ua 一 起 参与 细胞 核 DNA 的 复制 ,但 一 般 认 为 ,DNAPS 只 参与 
后 随 链 的 复制 ,DNAPe 不 仅 参与 前 导 链 的 复制 ,还 参与 DNA 损伤 的 修复 。 

DNAP8 和 都 有 3 外 切 酶 活性 ,因此 具有 校对 能 力 。 遗 传 分 析 表 明 ,降低 DNAPN 
和 ge 的 3'- 外 切 酶 活性 突变 可 导致 体内 DNA 突变 率 增 加 。 而 丧失 3 -外 切 酶 活性 的 
DNAPN 的 转基因 小 鼠 , 在 12 个 月 内 对 肿瘤 的 易 感 性 显著 增强 。 

分 裂 细 胞 核 抗原 (proliferating cell nuclear antigen，PCNA) 为 DNAPSN 的 辅助 蛋白 ， 
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其 功能 相当 于 大 肠 杆菌 DNAP 亚 的 B 亚 基 。 真 核 细胞 核 DNA 在 复制 的 时 候 , 在 复制 因 
子 CCreplication factor C，REFC) 的 帮助 下 ,三 个 PCNA 亚 基 组 成 滑动 钳 ( 图 4- 18), 以 提 
高 DNAPN 的 进行 性 。 此 外 ,PCNA 还 帮助 DNAPe 与 DNA 模板 的 结合 ,并 在 DNA 损伤 
修复 和 染色 质 重 塑 的 时 候 将 相关 的 蛋白 质 招募 到 DNA 分 子 上 。 


生 4-18 真 核 细胞 内 由 PCNA 三 个 亚 基 构 成 的 滑动 钳 结构 (被 包 被 的 是 DNA 模板 ) 


(3) DNAPP 

DNAPR 仅 由 一 个 39 kDa 的 多 肽 链 组 成 。 它 含有 两 个 结构 域 :N 端 较 小 的 结构 域 具 
有 5 -脱氧 核 灶 磷 酸 酶 (5' -deoxyribose phosphatase) 和 结合 单 链 DNA 的 活性 ;C 端 较 大 
的 结构 域 具有 聚合 酶 的 活性 。DNAPRB 参 与 DNA 损伤 的 修复 ,适合 填补 DNA 链 上 短 的 

(4) DNAP7 

DNAPY 是 一 种 异 源 二 聚 体 蛋白 ,由 核 基 因 编 码 , 但 翻译 后 却 定 位 于 线粒体 基质 ,其 
大 亚 基 具 有 催化 活性 ,小 亚 基 为 辅助 亚 基 ,能 刺激 大 亚 基 的 众 化 活性 。 除 了 聚合 酶 活性 
以 外 ,DNAPY 还 具有 3 -外 切 酶 和 5 -脱氧 核糖 磷酸 酶 活性 。 

DNAPY 定 位 于 线粒体 意味 着 它 负 责 线粒体 DNA 的 复制 和 损伤 的 修复 。 

(5) 叶绿体 DNA 聚合 酶 

植物 细胞 内 的 叶绿体 也 有 一 种 DNA 聚合 酶 ,专门 催化 叶绿体 DNA(Cchloroplastic 
DNA, cpDNA) 的 复制 ,其 大 小 为 90 kDa 一 120 kDa, 在 结构 上 与 细菌 的 DNAP 工 和 线 粒 
体 DNAP7 相似 ,同属 A 类 ,也 具有 3 -外 切 酶 活性 。 

3. 古 菌 的 DNA 聚合 酶 

古 菌 所 具有 的 DNA 聚合 酶 分 为 两 类 :一 类 与 真 核 生 物 的 DNAP8 和 相似 ,同属 于 
B 类 ,也 含有 由 3 个 PCNA 亚 基 构 成 的 滑动 钳 结构 ,不 过 古 菌 体内 含有 不 同 的 PCNA, 因 
此 可 以 形成 异 源 三 聚 体 。 另 外 ,与 酵母 和 人 类 相 比 , 古 菌 的 PCNA 含有 更 多 带电 荷 的 氮 
基 酸 残 基 , 这 让 它们 之 间 能 形成 更 多 的 离子 键 , 从 而 在 极端 的 环境 下 仍然 能 组 装 出 稳定 
的 滑动 钳 结构 ,以 维持 复制 DNA 所 需要 的 高 度 进 行 性 ; 另 一 类 与 其 他 生物 体内 的 DNA RE 从 结构 上 未 看 ,你 认 
聚合 酶 无 序列 的 同 源 性 ,属于 D 类 ,一 般 只 存在 于 广 古 菌 (Euryarchaeota)。 例 如 ,有 一 为 是 什么 原 周 导致 DNAT' 
种 耐 热 的 DNA 聚合 酶 来 自 极端 嗜 热 菌 (Pyrococcas Juriosus), 具 有 较 强 的 3'- 外 切 酶 活 一人 本 会 生 可 全 作 作 人 人 
性 ,因此 具有 校对 活性 。 这 种 聚合 酶 也 称 为 Pfu DNA 聚合 酶 ,被 广泛 用 于 高 保 真 的 
PCR, 以 代替 缺乏 3 -外 切 酶 活性 的 Taq 酶 。 

总 之 ,在 机 体内 有 多 种 类 型 的 DNA 聚合 酶 ,有 的 具有 校对 活性 ,有 的 没有 ;有 的 进行 
性 高 ,有 的 进行 性 低 ; 有 的 “任性 ", 有 的 “不 任性 ?。 但 不 管 怎样 ,催化 DNA 复制 的 DNA 
聚合 酶 应 该 属于 具有 校对 活性 、 进 行 性 高 和 "不 任性 ?的 一 类 。 

(二 ) DNA 解 链 酶 

DNA 解 链 酶 是 一 类 催化 双 螺 旋 DNA 解 链 的 酶 ,一 般 由 2 一 6 个 亚 基 组 成 。 无 论 是 
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侠 4-19 DNA 解 链 酶 
的 作用 模型 


(ERS 如 何 设计 一 个 实验 


NI 一 僵 ~] 非 协同 性 结合 
( 弱 ) 


-SSB 
cab 
Ce 
| C 端 摆动 取代 
VS 
全 协同 性 结合 
( 强 ) 
二 
= 一 
另 一 条 链 发 生 相同 的 过 程 
个 4-20 大 肠 杆菌 - 
SSB 与 单 链 
DNA 结 合 藤 
协同 性 
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细菌 古 菌 , 还 是 真 核 生 物 ,都 有 多 种 DNA 解 链 酶 。 例 如 ,大 肠 杆菌 至 少 有 12 种 不 同 的 
解 链 酶 , 像 DnaB 蛋白 .Rep 蛋白 和 UvrD 蛋白 就 是 其 中 的 代表 。 

所 有 的 解 链 酶 都 能 够 结合 DNA, 但 结合 DNA 与 碱 基 序列 无 关 , 这 是 解 链 酶 作用 的 
前 担 。 此 外 ,大 多 数 解 链 酶 优先 结合 DNA 的 单 链 区 ,少数 优先 结合 DNA 的 双 链 区 。 无 
论 是 单 链 区 还 是 双 链 区 ,被 结合 的 区 域 充当 解 链 酶 作用 的 "着陆 点 ”。 

解 链 酶 还 能 够 结合 NTP, 并 同时 具有 内 在 的 依赖 于 DNA 的 NTP 酶 活性 。 其 NTP 
酶 活性 用 来 水 解 被 结合 的 NTP, 为 DNA 解 链 提供 能 量 , 以 克服 碱 基 对 之 间 的 氢 键 和 堆 
积 力 。 绝 大 多 数 解 链 酶 优先 结合 ATP 或 者 只 能 结合 ATP, 少 数 解 链 酶 则 优先 结合 其 他 
的 NTP, 如 GTP, 甚 至 还 能 结合 dNTP。 

所 有 的 DNA 解 链 酶 还 具有 移 位 酶 (trarmislocase) 活 性 ,此 活性 是 与 DNA 解 链 紧密 侦 
联 的 (图 4-19)。 移 位 酶 活性 使 得 它 能 够 沿 着 被 结合 的 DNA 链 向 前 移动 ,以 不 断 地 解 开 
DNA 双 链 。 解 链 的 速率 可 达 1 000 nt/s。 解 链 酶 在 与 “着 陆 点 ?结合 以 后 的 移 位 是 单 向 
的 ,这 种 单 向 移动 的 特性 被 称 为 解 链 的 极 性 。 根 据 不 同 的 解 链 极 性 , 解 链 酶 可 分 为 3 一 
5 ' 解 链 酶 .5 一 3 解 链 酶 和 同时 从 两 个 方向 移 位 的 双 极 性 酶 。 

无 论 是 解 链 酶 活性 ,还 是 移 位 酶 活性 ,都 是 将 NTP 水 解释 放出 的 化 学 能 转化 成 
DNA 解 链 和 沿 着 DNA 移 位 的 机 械 能 ,所 以 可 将 解 链 酶 视 为 一 种 特殊 的 分 子 马达 
(molecular motor) ,其 运动 的 轨道 是 DNA 主 链 。 

(三 ) SSB 

SSB 是 一 种 专门 与 DNA 单 链 区 域 结合 的 蛋白 质 , 它 本 身 并 无 任何 酶 的 活性 ,但 通过 
与 DNA 单 链 区 段 的 结合 ,在 DNA 复制 .修复 和 重组 中 发 挥 以 下 几 个 方面 的 作用 : 

(1) 暂时 维持 DNA 的 单 链 状态 ,以 防止 被 解 链 的 互补 双 链 在 作为 复制 模板 之 前 重 
新 复 性 成 双 链 。 

(2) 防止 DNA 的 单 链 区 自发 形成 链 内 二 级 结构 ,以 消除 它们 对 聚合 酶 进行 性 的 
影响 。 

(3) 包 被 DNA 的 单 链 区 ,防止 核酸 酶 对 单 链 区 的 水 解 。 

(4) 刺激 某 些 酶 的 活性 ,如 T4 噬菌体 编码 的 SSB 一 一 sp32 能 够 刺激 T4 鸣 菌 体 
DNAP 的 活性 。 

细菌 的 SSB 与 DNA 单 链 的 结合 具有 正 协 同性 (图 4- 20)。 这 种 协同 性 表现 在 :每 
一 个 SSB 优先 结合 旁边 已 结合 有 SSB 的 DNA 区 域 , 结 果 一 长 排 的 SSB 结合 在 单 链 
DNA 上 ,致使 单 链 DNA 模板 被 拉 直 ,从 而 更 有 利于 随后 的 DNA 合成 。 

真 核 生 物 在 细胞 核 里 的 SSB 就 是 复制 蛋白 A(Creplicatiomr protein A，RPA) ,它们 与 
单 链 DNA 结合 没有 协同 性 ,但 线粒体 里 内 的 SSB(mtSSB) 与 细菌 SSB 同 源 , 与 单 链 
DNA 结合 也 具有 协同 性 。 

古 菌 的 SSB 在 序列 和 结构 上 与 真 核 生 物 相 似 , 与 DNA 结合 也 无 协同 性 。 

(四 ) DNA 拓扑 异 构 酶 

拓扑 异 构 酶 是 一 类 通过 催化 DNA 链 的 断裂 .旋转 和 再 连接 而 直接 改变 DNA 拓扑 
学 性 质 的 酶 。 这 类 酶 不 仅 可 以 清除 在 染色 质 重 塑 (remodeling)`DNA 复制 .重组 和 转录 
过 程 中 产生 的 正 超 螺旋 ,而 且 能 够 细 调 细胞 内 DNA 的 超 螺旋 程度 ,以 促进 DNA 与 蛋白 
质 的 相互 作用 ,同时 防止 胞 内 DNA 形成 有 害 的 过 度 超 螺旋 。 

拓扑 异 构 酶 可 分 为 型 和 工 型 ( 表 4-5)。 工 型 又 可 进一步 分 为 ITA 和 工 B, 它 们 在 
作用 过 程 中 ,只 能 切 开 DNA 的 一 条 链 ( 图 4- 21) ,而 开 型 也 可 进一步 分 为 LA 和 [B, 它 
们 在 作用 过 程 中 同时 交错 切 开 DNA 的 两 条 链 , 并 能 在 消耗 ATP 的 同时 ,将 一 个 DNA 双 
螺旋 从 一 个 位 置 经 过 另 一 个 双 螺 旋 的 裂口 , 主动 运输 到 另外 一 个 位 置 (图 4- 22)。 无 论 
是 哪 一 类 拓扑 异 构 酶 ,它们 的 催化 都 依赖 于 活性 中 心 一 个 Tyr 残 基 侧 链 上 的 羟基 对 
DNA 主 链 上 的 3 ,5 一 磷酸 二 酯 键 所 展开 的 亲 核 进攻 。 


第 四 章 “DNA 的 生物 合成 


和 和 5 _ DNA A 丘 站 下 和 醒 的 亚 共 及 性质 化 玉 


Me+ 的 依赖 性 V 义 V V 
ATP 的 依赖 性 X 色 V V 
切 开 DNA 的 几 条 链 1 1 2 必 
切口 与 酶 的 5 -磷酸 酷 3- 克 酸 酷 5 和 - 磅 酸 栈 5 -磷酸 栈 
连接 方式 氨 酸 酯 键 ” 氨 酸 酯 键 ” 。 氨 酸 酯 刍 氨 酸 酯 刍 
连环 数 的 变化 于 1 ”任何 整数 士 2 土 2 


人 人 
CH 
3 Tyr723 
9 
9 碱 基 
3 O H 
H H 
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重新 连接 , 双 
螺旋 1 得 以 释放 


侠 4-22 工 型 DNA 拓扑 异 构 酶 的 作用 机 制 


127 


128 


参与 DNA 复制 的 主要 是 开 型 。 开 型 拓扑 异 构 酶 既 可 以 在 DNA 分 子 中 引入 有 利于 
复制 的 负 超 螺旋 ,又 可 以 及 时 清除 复制 叉 前 进 中 形成 的 正 超 螺旋 ,还 能 帮助 分 开 复制 结 
束 后 缠绕 在 一 起 的 两 个 子 代 DNA 分 子 , 其 催化 的 反应 依赖 于 ATP。 在 ATP 的 存在 下 ， 
一 个 DNA 双 螺 旋 上 的 两 条 链 同 时 出 现 切 口 。 随 后 , 另 一 个 DNA 双 螺 旋 穿 过 切口 。 最 
后 ,切口 重新 连接 。 在 断裂 和 重新 连接 之 间 ,可 完成 几 种 不 同类 型 的 拓扑 学 转变 ,包括 松 
弛 正 、 负 超 螺 旋 , 环 形 DNA 的 连环 化 (catenation) 和 去 连环 化 (decatenation) 。 

细菌 的 旋转 酶 (gyrase) 就 属于 开 型 拓扑 异 构 酶 ,在 消耗 ATP 的 条 件 下 ,可 在 共 价 闭 
环 DNA 分 子 中 连续 引入 负 超 螺旋 。 在 无 ATP 的 情况 下 ,该 酶 可 以 松弛 负 超 螺旋 。 

真 核 细 胞 的 拓扑 异 构 酶 开 在 细胞 核 里 通常 与 核 骨架 (nuclear scaffold) 相 连 , 其 作用 
位 点 可 能 是 相距 30 kb 一 90 kb 长 的 DNA 重复 序列 。 

所 有 拓扑 异 构 酶 的 作用 都 是 建立 在 亲 核 进攻 引发 的 两 次 转 酷 反 应 上 的 (图 4-23)， 
第 一 次 转 酯 反应 由 活性 中 心 上 1 个 Tyr 残 基 侧 链 上 的 羟基 , 亲 核 进攻 DNA 主 链 上 的 1 
个 3 5- 磷酸 二 酯 键 , 导 致 DNA 主 链 发 生 断 裂 ,并 形成 以 磷酸 酷 氨 酸 酯 键 相连 的 酶 与 
DNA 的 共 价 中 间 物 。 形 成 的 这 种 共 价 中 间 物 既 贮 存 了 被 断裂 的 磷酸 二 酯 键 中 的 能 量 ， 
又 防止 了 DNA 链 上 出 现 非 正 常 的 永久 性 切口 。 在 断裂 的 DNA 链 进行 重 新 连接 之 前 ， 
DNA 的 另 一 条 链 或 者 另外 一 个 DNA 双 螺 旋 通 过 切口 ,使 其 拓扑 学 结构 发 生变 化 ;第 二 
次 转 酯 反应 由 DNA 主 链 裂 口 处 的 自由 羟基 , 亲 核 进攻 酶 第 一 次 转 酯 反应 产生 的 磷酸 栈 
氨 酸 酯 键 , 导 致 原来 断裂 的 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 重新 形成 ,而 酶 则 恢复 到 原来 的 状态 。 
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侠 4-23 DNA 拓扑 异 构 酶 的 催化 的 转 酯 反应 


(五 ) DNA 引发 酶 

DNA 引发 酶 是 一 类 专门 催化 RNA 引物 合 成 的 RNA 聚合 酶 。 由 于 DNA 复制 的 半 
不 连续 性 ,引发 酶 在 每 一 个 复制 又 的 前 导 链 上 只 需要 引发 一 次 ,而 在 后 随 链 上 则 要 引发 
多 次 ,因为 一 个 冈 崎 片段 需要 引发 一 次 。 

大 肠 杆 菌 的 引发 酶 就 是 DnaG 蛋白 ,由 axnaG 基因 编码 ,其 进行 性 很 低 , 在 胞 内 众 化 
合成 9nt~14nt 长 的 RNA 引 物 , 它 虽然 仅 由 一 条 肽 链 组 成 ,但 具有 三 个 相对 独立 的 结构 
域 :N 端 结构 域 (p12) 具 有 典型 的 结合 DNA 的 结构 模 体 一 一 锌 指 结构 ;C 端 结 梅 域 (P16) 
负责 与 复制 叉 内 的 DnaB 蛋白 相互 作用 。 引 发 酶 通过 这 种 相互 作用 被 招募 到 后 随 链 上 ; 
核心 结构 域 (p35) 位 于 中 央 , 含 有 聚合 酶 活性 中 心 ( 图 4=-24)。 


侠 4-24 大 肠 杆菌 引发 酶 的 结构 模型 
真 核 细 胞 核 内 的 引发 酶 与 DNAPc 形成 共有 4 个 亚 基 的 复合 物 ,与 引发 酶 活性 有 关 


的 是 p58 和 p48 这 两 个 小 亚 基 (参看 真 核 细胞 的 DNAP) ,一 般 能 催化 8 nt 一 12 nt 长 的 
RNA 引 物 的 合成 。 此 外 , 真 核 细 胞 的 线粒体 和 叶绿体 也 有 引发 酶 ,专门 催化 线粒体 
DNA 和 叶绿体 DNA 复制 过 程 中 引物 的 合成 。 

十 菌 的 引发 酶 与 真 核 细 胞 核 内 的 引发 酶 相似 ,除了 能 合成 RNA 引物 以 外 ,还 能 合 
成 DNA。 

(六 ) 切除 引物 的 酶 

RNA 引物 只 是 用 来 启动 DNA 的 复制 , 它 迟 早 要 被 切除 。 细 胞 内 有 专门 的 酶 负责 切 
除 RNA 引 物 。 在 大 肠 杆 菌 内 ,负责 切除 RNA 的 酶 是 DNAP 工 或 核糖 核酸 酶 了 CRNase 
H)。 其 中 ,DNAPTI 使 用 自 带 的 5 -外 切 酶 活性 ,切除 总 是 位 于 5 -端的 引物 ;核糖 核酸 酶 
豆 是 一 种 专门 水 解 与 DNA 杂交 的 RNA 的 内 切 酶 ,而 RNA 引 物 正好 与 DNA 模板 杂交 。 
十 菌 和 真 核 细胞 内 的 DNAP 都 没有 5 -外 切 酶 活性 ,因此 它们 没有 切除 RNA 引物 的 功 
能 ,而 是 使 用 核糖 核酸 酶 开工、 翼 式 内 切 酶 1(flap endonucleasel，FEN1) 或 Dna2。FEN1 
具有 5 -外 切 核酸 酶 和 结构 特异 性 内 切 酶 的 活性 ,不 仅 参与 DNA 复制 ,还 参与 DNA 修复 
和 重组 。 在 古 菌 和 真 核 生 物 细胞 核 DNA 复制 过 程 中 ,FEN1 可 识别 位 于 冈 崎 片段 5 一端 
以 单 链 存在 的 翼 式 结构 ,通过 内 切 酶 活性 , 切 开 单 链 和 双 链 连接 处 的 磷酸 二 酯 键 ,也 可 以 
通过 5 -外 切 核酸 酶 活性 ,水 解 单 链 翼 式 结构 和 具有 缺口 的 DNA 分 子 。X 射线 晶体 衍射 
分 析 显 示 ,FEN1 具有 一 个 由 2 段 "螺旋 形成 的 拱 形 结构 , 正 适 合 单 链 届 式 结构 像 细 线 一 

(七 ) DNA 连接 酶 

DNA 连接 酶 不 仅 参与 DNA 复制 .修复 和 重组 ,而 且 是 基因 工程 中 重要 的 工具 酶 。 
连接 酶 催化 的 反应 是 一 个 双 螺 旋 DNA 内 相 邻 两 个 核 苷 酸 残 基 的 3 - OH 和 5 -磷酸 ,其 
至 两 个 双 螺 旋 DNA 两 端的 3- OH 和 5 -磷酸 发 生 连接 ,形成 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 。DNA 
连接 酶 只 会 连接 DNA, 而 不 会 连接 DNA 和 RNA, 因 此 从 来 不 可 能 催化 RNA 引物 与 前 
面 的 内 崎 片段 相连 。 

连接 酶 在 DNA 复制 中 的 作用 是 连接 后 随 链 上 相 邻 的 冈 崎 片段 ,使 后 随 链 成 为 一 条 
连续 的 链 , 而 在 DNA 修复 和 重组 中 的 作用 则 是 “ 锣 合 ”在 修复 或 重组 过 程 中 在 DNA 链 
上 产生 的 切口 。 

连接 酶 在 催化 连接 反应 时 需 消耗 能 量 ,根据 能 量 供 体 的 性 质 , 可 以 分 为 ATP 依赖 性 
连接 酶 (ATP-dependent DNA ligase) 和 NAD 依赖 性 连接 酶 (NAD -dependent DNA 
ligase) 。 古 菌 、 真 核 细胞 .病毒 和 噬菌体 的 连接 酶 由 ATP 提供 能 量 ,因此 属于 第 一 类 ; 细 
菌 来 源 的 DNA 连接 酶 由 NAD 提供 能 量 , 因 此 属于 第 二 类 。 依 赖 于 ATP 的 DNA 连接 
酶 还 可 以 进一步 分 为 工 工 `. 了 于 和 玉 亚 类 。 其 中 ,DNA 连接 酶 工 负 责 催 化 囚 崎 片段 的 连 
接 , 开 是 亚 的 选择 性 算 接 形式 , 仅 存在 于 非 分 裂 的 细胞 , 焉 参与 碱 基 切 除 修复 ,W 参 与 非 
同 源 末端 连接 Cnon-homologous end joining，NHEJ) 方 式 的 DNA 双 链 断裂 修复 。 

DNA 连接 酶 催化 的 反应 由 三 步 核 背 酸 转移 反应 构成 (图 4- 25 和 图 4- 26), 每 一 步 
都 需要 Mg” :首先 ,连接 酶 活性 中 心 上 一 个 Lys 残 基 的 se- NH 与 ATP 或 NAD+* 起 反 
应 ,形成 酶 - AMP 共 价 中 间 物 ;随后 ,AMP 被 转移 到 DNA 主 链 切口 上 的 5 -磷酸 上 ;最 
后 ,切口 处 的 3- OH 亲 核 进攻 AMP- DNA 之 间 的 磷酸 酯 键 , 致 使 切口 处 相 邻 的 核 苷 酸 
之 间 形 成 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 , 同 时 释放 出 AMP。 


十 


NAD NMN 
或 或 
(1) E+ ATP 一 -FEpA 十 PP; 
(2) EpA 二 PPDNA= AppDNA- 二 E 
(3) DNAon 十 AppDNA 一 >*DNAPDNA 十 AMP 


@ 圈 4-25 DNA 连接 酶 的 三 步 核 背 酸 转移 反应 
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个 4-26 依赖 于 ATP 的 DNA 连接 酶 的 作用 机 理 


( 八 ) 尿 喀 啶 - DNA 糖苷 酶 

此 酶 专门 用 来 水 解 出 现在 DNA 链 上 非 正 常 的 U( 见 碱 基 切 除 修 复 )。 可 出 现在 
DNA 链 上 通常 有 两 个 原因 :一 是 在 DNA 复制 过 程 中 ,细胞 中 存在 的 少量 dUTP”“ 假冒 ” 
dTTP, 直 接 参 和 人 到 新 合成 的 DNA 链 上 ;二 是 DNA 分 子 中 的 C 发 生 了 自发 脱 氨 基 作 用 。 

( 九 ) 端 粒 酶 

端 粒 酶 也 称 为 端 聚 酶 或 端 粒 末端 转移 酶 (telomere terminal transferase，TTT) ,是 真 
核 生 物 所 特有 的 ,其 作用 是 维持 染色 体 端 粒 结构 的 完整 。 而 端 粒 是 位 于 一 条 线形 染色 体 
末端 的 特殊 结构 ,由 和 蛋白质 和 DNA 组 成 ,其 中 的 DNA 称 为 端 粒 DNA。 端 粒 的 主要 功能 
是 保护 染色 体 , 防 止 染色 体 降 解 和 相互 间 发 生 不 正常 的 融合 或 重组 。 

端 粒 DNA 有 许多 短 重复 序列 组 成 ,一 般 无 编码 功能 。 端 粒 序 列 最 先是 从 一 种 叫 哮 
热 四 膜 虫 (Tetrahymzena therzzopjilxs) 的 原生 动物 体内 分 离 得 到 的 。 四 膜 虫 具有 大 小 两 
个 细胞 核 : 生 殖 性 的 小 核 C(germinal micronucleus) 携 带 全 套 的 二 倍 体 次 色 体 ;营养 性 的 大 
核 C(somatic macronucleus) 含 有 高 拷贝 数 的 特定 染色 体 或 染色 体 的 片段 。rDNA 基因 在 
单个 染色 体 上 大 概 有 10' 拷 贝 。 因 为 rDNA 基因 位 于 端 粒 附近 ,所 以 使 用 rDNA 特异 性 
的 引物 可 直接 测定 出 端 粒 的 序列 。 使 用 这 种 方法 得 到 的 四 膜 虫 端 粒 的 重复 序列 是 
TITGGGG。 后 来 人 们 陆续 得 到 其 他 多 种 生物 的 端 粒 重复 序列 ( 表 4-6)。 例 如 ,人 端 粒 
DNA 的 重复 序列 是 TTAGGG-。 


出 芽 醇 母 TGTGGGTGTGGTG 
裂 殖 酵 母 7 .ITAGCA)(CGC 一 8) 
丝 状 真菌 ( 链 枪 霉 ) 2 TTAGGG 
脊 椎 动物 (人 、 小 鼠 和 非洲 爪 蟾 ) TITAGGG 


因为 线性 DNA 的 两 端 有 可 能 被 细胞 内 的 修复 系统 当 作 损伤 ,而 进行 非 正 常 的 “ 修 
复 ”, 从 而 导致 末端 DNA 的 丢失 或 与 其 他 双 链 DNA 融合 ,所 以 真 核 细 胞 具有 多 种 机 制 ， 
可 防止 染色 体 未 端 被 修复 酶 非 正 常 的 修复 。 例 如 ,纤毛 虫 和 真菌 的 端 粒 受到 端 粒 结合 
白 ( 如 TEBP、Cdcl3p、Tenlp/Stnlp、TRF1、Tazl 和 Potl 等 ) 保 护 , 而 有 效 地 被 与 修复 机 
构 隔 离开 来 。 再 如 ,哺乳 动物 端 粒 DNA 突出 的 3- 端 能 与 内 部 的 重复 序列 互补 配对 , 形 
成 精巧 的 D 环 (D-loop) 和 上 + 环 结构 , 在 此 基础 上 ,还 有 额外 的 蛋白 质 结合 (如 TRF1 和 
Potl) ,提供 进一步 的 保护 。 无 论 是 哪 一 种 情况 ,结合 在 端 粒 DNA 上 的 和 蛋白质 轻 有 保护 
作用 ,又 能 将 端 粒 酶 招募 到 端 粒 上 来 (图 4-27)。 


TEBP 


纤毛 虫 = 一 
TEBPw 
Cdcl3p 
出 攻 酵 母 = 一 二- 3 
”TeWDWStnlp 
t 环 。 D 环 
哺乳 动物 
TRF2 ”和 
Potl 
裂 殖 酵母 7 了 
Tazl Potl 


侠 4-27 端 粒 DNA 的 防 “ 修 复 " 机 制 


在 真 核 细胞 染色 体 DNA 复制 的 时 候 , 一 旦 位 于 端 粒 5 - 端 冈 崎 片段 上 的 RNA 引物 
被 切除 , 留 下 来 的 空 陈 就 无 法 通过 DNAP 来 填补 ,因为 DNAP 不 能 从 3 一 5 方向 催化 
DNA 合成。 而 如 果 上 述 空隙 不 及 时 填补 , 端 粒 DNA 会 变 得 越 来 越 短 。 

Tom Cech 等 人 确定 了 端 粒 酶 与 赣 转 录 酶 之 间 的 密切 关系 。 他 们 从 小 游 仆 虫 
(Exzplotes aediculatxs) 大 核 里 纯化 到 端 粒 酶 。 选 择 小 游 仆 虫 作 为 端 粒 酶 的 来 源 , 是 因为 
它 的 大 核 含 有 8X10 个 端 粒 , 每 一 个 细胞 约 含 有 3X 10 分 子 的 端 粒 酶 。 在 测定 完 这 种 端 
粒 酶 p123 亚 基 的 氨基 酸 序列 以 后 ,他 们 发 现 , 这 个 亚 基 与 逆转 录 酶 活性 中 心 的 手掌 状 结 
构 域 非常 相似 。 

进一步 研究 还 发 现 , 端 粒 酶 由 蛋白 质 和 RNA 两 种 成 分 组 成 (图 4-28)。 酵 母 和 人 端 
粒 酶 的 蛋白 质 部 分 由 1 个 RNA 结合 亚 基 、1 个 逆转 录 酶 亚 基 和 其 他 几 个 亚 基 组 成 。 纤 
毛虫 端 粒 酶 的 蛋白 质 部 分 只 有 2 个 亚 基 。 端 粒 酶 的 RNA 在 长 度 上 变化 很 大 ,如 四 膜 虫 
只 有 146 nt, 而 白色 念珠 菌 长 达 1 544 nt, 但 它们 都 形成 一 种 典型 的 二 级 结构 , 且 其 中 有 一 
段 序 列 与 端 粒 重复 序列 互补 ,并 总 是 位 于 单 链 区 。 
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手掌 (活性 中 心 ) 


端 粒 酶 RNA 


伟 4-28 端 粒 酶 的 结构 模型 


端 粒 酶 使 用 " 滑 移 ”机制 (the slippage mechanism) 来 延长 端 粒 的 长 度 , 它 每 合成 1 拷 
贝 的 重复 序列 ,就 滑 移 到 端 粒 新 的 末端 ,重新 启动 重复 序列 的 合成 。 详 细 过 程 如 下 
(图 4-29): 首 先 ,RNA 中 1/2 拷贝 的 端 粒 DNA 重复 序列 (CAA) 与 端 粒 DNA 最 后 一 段 
重复 序列 (TTG) 互 补 配对 ,而 剩余 的 1 拷贝 重复 序列 (CAACCC) 凸 出 在 端 粒 的 一 侧 作为 
模板 ;随后 ,发 生 逆转 录 反 应 ,在 端 粒 DNA 的 3 - 端 填 加 1 拷贝 的 重复 序列 (GGGTTG ) 。 
当 逆 转录 反应 结束 以 后 , 端 粒 酶 移 位 ,重复 上 面 的 反应 ,直到 端 粒 突出 的 一 端 能 够 作为 合 
成 一 个 新 的 冈 崎 片段 的 模板 ,以 填补 上 一 个 冈 崎 片段 RNA 被 切除 后 留 下 的 空 陆 。 由 此 
可 见 , 端 粒 酶 并 没有 直接 填补 引物 切除 以 后 留 下 的 空白 ,而 是 借助 其 逆转 录 酶 的 活性 ,将 
突出 的 端 粒 模板 链 进一步 延长 ,从 而 可 以 在 隐 缩 的 后 随 链 上 再 合成 网 崎 片段 以 加 长 后 
GT 你 认为 站 粕 酶 们 化 ” 随 链 。 
的 反应 需要 引物 吗 ? 


CCCCAACCCCAACCC 
GGGGTTGGGGTTGGGGTT 


延伸 | 


CCCCAACCCCAACCC 


GGGGTTGGGGTTGGGGTIGGGGTTGGGGTTG 
移 位 | 


CCCCAACCCCAACCC 
GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGG: 


再 延伸 | 


CCCCAACCCCAACCC 4 
GGGGTITGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTOGGGTTG 


侠 4-29 端 粒 酶 的 作用 机 理 


对 于 多 细胞 真 核 生 物 来 说 ,不 同 种 类 细胞 内 的 端 粒 酶 活性 不 同 , 端 粒 的 长 度 也 不 一 
样 , 像 生殖 细胞 .干细胞 和 癌 细 胞 内 端 粒 酶 的 活性 均 很 高 ,与 此 相对 应 的 端 粒 的 长 度 就 很 
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长 ,而 多 数 体 细 胞 很 难 检 测 到 端 粒 酶 的 活性 , 端 粒 的 长 度 要 短 得 多 。 这 说 明 端 粒 酶 活性 
的 高 低 与 端 粒 的 长 短 有 十 分 密切 的 关系 。 由 于 体 细 胞 缺乏 端 粒 酶 活性 ,因此 每 分 裂 一 
次 , 端 粒 就 会 缩短 一 点 。 当 端 粒 缩短 到 一 定 长 度 的 时 候 , 可 影响 到 正常 的 基因 ,细胞 必然 
死亡 。 这 就 是 为 什么 体 细胞 在 体外 培养 到 几 十 代 以 后 ,就 不 能 传 下 去 了 ,而 瘤 细 胞 和 生 
殖 细胞 几乎 是 永生 的 。 当 有 人 将 端 粒 酶 基因 成 功 地 转 染 到 体外 培养 的 体 细胞 并 表达 以 
后 :发现 被 转 当 的 细胞 重新 获得 无 限 的 增殖 能 力 。 

对 于 单 细 胞 真 核 生 物 来 说 (如 草 履 虫 和 酵母 ), 其 体内 的 端 粒 酶 活性 总 是 很 高 ,因为 
如 果 它 们 缺乏 端 粒 酶 活性 ,最 终 必 然 导 致 物种 灭绝 。 已 发 现 , 端 粒 酶 发 生 突变 的 四 膜 虫 
通常 死亡 的 更 早 。 

1996 年 7 月 5 日 ,世界 第 一 倒 通 过 体 细 胞 克隆 产生 的 哺乳 动物 一 一 多 莉 羊 (Sheep 
Dolly) 诞 生 了 ,其 DNA 来 自 一 头 6 岁 的 成 年 羊 的 乳腺 细胞 的 细胞 核 ,提供 DNA 的 乳腺 
细胞 已 在 体外 培养 了 几 伞 星期 。 据 测定 , 刚 出 生 的 多 莉 羊 端 粒 只 有 同年 由 正常 生殖 产生 
的 羊 端 粒 长 度 的 80 为 。2003 年 2 月 14 日 ,很 可 惜 多 莉 羊 因 早衰 引起 的 渐进 性 肺病 被 执 
行 了 安乐 死 。 

三 .DNA 复制 的 详细 机 制 

DNA 复制 的 基本 单位 是 复制 子 。 任 何 一 个 复制 子 都 含有 1 个 复制 起 始 区 ,有 些 复 
制 子 还 可 能 含有 特定 的 终止 区 (terminus) 。 不 同类 型 的 生物 DNA 复制 虽然 具有 很 多 共 


同 的 特征 ,但 在 复制 的 具体 步 又 和 细节 上 同时 存在 不 少 差异 。 
(一 ) 以 大 肠 杆菌 为 代表 的 细菌 基因 组 DNA 的 复制 


表 4-7 参与 大 肠 杆 菌 DNA 复制 的 主要 蛋白 质 或 酶 的 名 称 和 功能 


DINA 腺 野 叭 甲 基 化 酶 催化 GATC 中 的 人 六 申 基 化 ,调节 DNA 复制 起 始 
DNA 旋转 酶 贡 型 拓扑 异 构 酶 ,负责 清除 复制 又 前 进 中 的 拓扑 学 障碍 
SSB 齐 ! 。 单 链 结合 蛋白 
PaaA 绰 白 1 复制 起 始 因子 ,识别 复制 起 始 区 OriC 
DnaB 蛋白 DNA 解 链 酶 
DaaC 重 自 二 二 招募 DnaB 和 蛋白 到 复制 又 
DnaG 蛋白 -， ， ， DNA 引发 酶 党 | 物 合成 
DnaT 蛋白 ， 辅助 DnaC 蛋白 的 作用 
一 HU 看 自 * 类 似 于 真 核 细胞 的 组 蛋白 ,结合 DNA 并 使 DNA 灾 曲 
HupA 和 HupB 和 蛋白 一 - 刺激 DNA 复制 - 
1 吕 环绕 DNA, 结 合 OriC 
PrA 绰 特 “二 0797 可 发 体 的 半 配 
PriB 和 蛋白 引发 体 的 装配 
PriC 蛋白 “引发 体 的 装配 
DNAP 下 一 一- DNA 链 的 延伸 
人 切除 引物 ,填补 空 隐 
DNA 连接 酶 缝合 相 邻 的 冈 崎 片段 
DNA 拓扑 异 构 酶 W 分 离子 代 DNA 
Tus 蛋白 复制 终止 ”- 
SeqA 蛋白 结合 并 屏 项 信 框 序列 


大 肠 杆菌 基因 组 DNA 就 是 一 个 复制 子 , 其 复制 的 详细 过 程 目前 已 十 分 清楚 ,有 多 种 
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蛋白 质 和 酶 参与 复制 的 过 程 ( 表 4-7)。 由 于 在 复制 中 其 共 价 闭环 的 染色 体 DNA 解 链 形 
成 6 状 结构 ,因此 这 种 复制 的 方式 叫 0 模式 。 

整个 DNA 复制 可 分 为 起 始 延伸、 终止 和 分 离 三 个 阶段 , 现 分 别 加 以 讨论 。 

1. 复制 的 起 始 

大 肠 杆 菌 的 DNA 复制 起 始 阶段 的 反应 ,从 识别 复制 起 始 区 Ormz:C 开始 ,到 引发 体 
(primosome) 形 成 结束 。 

OriC 位 于 gidA 和 naioC 这 两 个 基因 之 间 ,其 长 度 约 245 bp, 包 括 4 个 9bp 直接 或 反 
向 重复 序列 一 -TITATCCACA 和 3 个 13 bp 直接 重复 序列 ,以 及 11 个 拷贝 的 甲 基 化 位 
点 序列 一 一 GATC 和 引发 酶 识别 的 CTG 序列 (图 4- 30)。CTG 序列 还 散布 在 后 随 链 模 
板 的 其 他 区 域 。 此 外 ,Or=zC 的 左 侧 还 有 1 个 编码 DNA 复制 起 始 蛋白 DnaA 的 drnaA 基 
因 。9 bp 的 重复 序列 是 DnaA 蛋白 识别 并 结合 的 区 域 , 因 此 也 称 为 A 盒 (A box)。13 bp 
的 重复 序列 是 复制 起 始 区 最 先 发 生 解 链 的 区 域 , 因 此 也 称 为 DNA 解 链 元 件 CDNA 


unwinding element，DUE) 。 


ss 
| 1 Ecoli 
| ~48 Mb | 
NN / 
NAN 2 
13 bp 重复 序列 (ai 芝 月 后 合 位 周 
( 富 含 AT) 2 
5_GATCTNTTNTTT_37 一 致 序列 、 
3_CTAGANAANAAA-_5/ 5/_TTATCCACA-3/ 


世人 
什 4-30 大 肠 杆 菌 的 OriC 结构 


在 复制 起 始 之 前 ,DNA 腺 味 吟 甲 基 转 移 酶 (CDNA adenine methyltransferase，Dam) 
被 激活 。 在 该 酶 的 催化 下 ,复制 起 始 区 内 GATC 序列 中 的 A 发 生 甲 基 化 修饰 。 此 反应 
可 彻底 解除 SeqA 蛋白 对 复制 起 始 区 的 屏蔽 ,同时 激活 DnaA 蛋白 的 基因 表达 。DnaA 重 
白 能 够 结合 并 水 解 ATP, 属 于 与 细胞 多 种 活性 相关 的 ATP 酶 (ATPases Associated with 
diverse cellular Activities，AAA+ ) 。 于 是 ,DnaA 蛋白 开始 在 细胞 内 积累 , 当 达 到 某 个 浓 
度 时 即 启动 DNA 的 复制 。 - 

复制 起 始 阶段 的 主要 反应 依次 是 (图 4-31): 

(1) 结合 有 ATP 的 DnaA 蛋白 四 聚 体 在 HU 蛋白 和 整合 宿主 因子 (integration host 
factor，IHEF) 的 帮助 下 ,识别 并 结合 OriC 的 9 bp 重复 序列 ,这 种 结合 具有 协同 性 。 协 同 
作用 能 使 更 多 的 DnaA 蛋白 (20 一 40 个 ) 在 较 短 的 时 间 内 结合 到 附近 的 DNA 上 。 

HU 是 细菌 内 最 丰富 的 DNA 结合 蛋白 , 它 与 IJHF 享有 共同 的 性 质 和 相似 的 结构 。 
但 与 IHF 不 同 的 是 ,HU 与 DNA 结合 是 非特 异性 的 ,而 IHF 与 DNA 特异 性 的 位 点 结 
合 ,特别 是 Or-iC。HU 能 调节 IHF 与 OriC 位 点 的 结合 ,可 能 激活 或 者 抑制 THF 与 OriC 
的 结合 。 这 取决 于 HU 和 IHF 之 间 的 相对 浓度 。 

(2) DnaA 蛋白 之 间 自 组 装 成 蛋白 质 核心 ,DNA 则 环绕 其 上 形成 类 似 古 菌 和 真 核 生 
物体 内 的 核 小 体 结构 。 

(3) DnaA 蛋白 所 具有 的 ATP 酶 活性 水 解 结合 的 ATP, 以 此 驱动 13 bp 重复 序列 内 
富 含 AT 碱 基 对 的 序列 解 链 , 形 成 长 约 45 bp 的 开放 的 起 始 复合 物 。 

(4) 在 DnacC 蛋白 和 DnaT 和 蛋白 的 帮助 下 ,2 个 DoaB 蛋白 被 招募 到 解 链 区 ,形成 预 引 


DnaC 和 蛋白 


EC 自 


( 解 链 酶 ) 
ATP 
DnaT 和 蛋白 


> 


3 合 物 台 
负 超 螺旋 ”又 
DNA 横 板 、 只 》 

8 起 三 预 引发 复合 物 


TS- DnaB 和 蛋白 
+DnaG 和 蛋白 (引发 酶 ) 


引发 体 
伽 4-31 大 肠 杆菌 DNA 复制 过 程 中 引发 体 的 形成 


发 体 (preprimosome) 。 此 过 程 也 需要 消耗 ATP。 

(5) 在 DnaB 蛋白 的 催化 下 ,OriC 内 的 解 链 区 域 不 断 扩 大 ,形成 2 个 明显 的 复制 又。 
随 着 单 链 区 域 的 扩大 ,SSB 开始 与 单 链 区 结合 。 

(6) 2 个 DnaB 蛋白 各 自 朝 相 反 的 方向 催化 2 个 复制 又 的 解 链 ,DnaA 蛋白 随 之 被 取 
代 下 来 。 

(7) 在 PriA.PriB 和 PriC 蛋白 的 帮助 下 , DnaG 蛋白 (引发 酶 ) 被 招募 到 复制 又 与 
DnaB 蛋白 结合 在 一 起 ,一 般 结合 在 CTG 序列 上 。 

(8) DnaG : DnaB 蛋白 复合 物 沿 着 DNA 模板 链 ,先后 为 前 导 链 和 后 随 链 合成 RNA 
引物 。 合 成 的 引物 的 长 度 一 般 为 ,11 nt, 前 两 个 碱 基 几 乎 都 是 AG。 

2. 复制 的 延伸 

复制 的 延伸 在 复制 体 (replisome) 内 进行 。 

(1) 复制 体 的 形成 (图 4=- 32) 

在 DNAP 芽 全 酶 加 入 到 引发 体 上 以 后 ,这 种 由 DNA 和 多 种 蛋白 质 组 装 成 的 能 复制 
DNA 的 超 分 子 复合 体 即 为 复制 体 。 对 于 一 个 进行 双向 复制 的 复制 子 来 说 ,每 一 个 复制 
又 上 有 一 个 复制 体 , 故 有 两 个 复制 体 。 在 一 个 复制 体内 ,同时 进行 前 导 链 和 后 随 链 的 
合成 ， 

42) 前 导 链 合成 

当 一 个 复制 又 内 的 第 一 个 RNA 引物 被 合成 以 后 ,DNAP 焉 即 可 以 在 引物 的 3- OH 
上 连续 地 催化 前 导 链 的 合成 ,直至 复制 的 终点 。 

(3) 后 随 链 合成 

后 随 链 的 合成 需要 DNAP 焉 全 酶 的 一 部 分 暂时 离开 复制 体 , 然 后 合成 新 的 引物 。 随 
后 ,DNAP 开 重新 装配 ,以 启动 下 一 个 冈 崎 片段 的 合成 。 每 当 一 个 新 的 冈 崎 片段 合成 好 ， 
DNAPI 的 5 -外 切 酶 活性 会 及 时 将 其 中 的 RNA 引物 切除 ,并 顺便 填补 留 下 来 的 序列 空 
白 。 与 此 同时 ,连接 酶 会 将 新 的 囚 崎 片段 与 前 一 个 冈 崎 片段 连接 起 来 。 

总 之 ,每 一 个 冈 崎 片段 合成 经 历 的 反应 包括 :@D DnaG 蛋白 在 复制 叉 与 DnaB 蛋白 结 
合 ,启动 后 随 链 引 物 的 合成 。 结 合 的 位 置 一 般 是 CTG 序列 ;@ DNAP 焉 核心 酶 与 DnaG 
蛋白 相互 作用 ,以 限制 引物 的 长 度 和 暴露 出 引物 的 3- OH;GQ 7y 钳 载 复合 物 将 环境 中 的 
B 钳 子 装载 到 引物 与 模板 的 连接 处 ;四 DNAP 焉 全 酶 从 前 一 个 冈 崎 片段 转移 到 新 引物 的 
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人 GTE 李 据 大 肠 杆 菌 DNA 
复制 的 特征 ,预测 如 果 将 大 
肠 杆 菌 的 polA 基因 完全 鼓 
除 , 大 肠 杆菌 还 能 生存 下 来 吗 
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(D) DnaB 和 蛋白。 晶 昌 四” DnaB 绰 白 和 
TZTTNNNNI 世 月 f 人 人 全 人 xz 
SSB 四 聚 体 结合 
到 单 链 DNA 一 ee DnaA 蛋 白 
引发 酶 , priA.PriB.Pric 二 四 聚 体 被 取代 


PriB,Pric 引发 体 


(2) ia 中 | we 
OCRLOROLE 人 加 全 优生: IRON 人 外 
儿 DnaA 和 蛋白 


引发 酶 四 聚 体 被 取代 


| 前 曙 
(3) 坑 避 部 站 RNA3 引 物 


rmonrr 电 区 18CS KANA 
前 导 链 生 


RNA 引 物 多 | 
”四 聚 体 被 取代 
(4) 后 随 链 


RNA 引 物 _， 交 入 有 有 


ee 到 2 
天 闻 六 xm 人 7 OZ 


rm 


| 后 随 链 名 DnaA 和 蛋白 


(5) RNA 引 物 “四 聚 体 被 取代 
聚合 酶 芽 全 本 
“二 介 2 
芒 “es 基因 报 部 2 2 - 忆 - 信 
聚合 酶 由 全 酶 最 后 一 个 DnaA 蛋 
白 四 聚 体 被 取代 
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3- 端 ;@ DnaG 蛋白 被 释放 ,DNAP 亚 合成 新 的 网 崎 片段 。 

DNAP 下 复合 物 的 装配 与 去 装配 由 Y 钳 载 复 合 物 控制 。 一 旦 复制 体 装配 好 ,7 钳 载 
复合 物 只 在 后 随 链 上 继续 发 挥 作用 。 

(4) 后 随 链 合成 与 前 导 链 合成 之 间 的 协调 

一 个 复制 叉 内 的 DNAP 正 全 酶 以 不 对 称 二 聚 体 的 形式 ,同时 催化 前 导 链 和 后 随 链 的 
合成 ,但 酶 只 能 朝 一 个 方向 移动 。 这 就 需要 后 随 链 模 板 在 复制 中 形成 突 环 结构 ,以 使 正 
在 被 复制 的 后 随 链 模板 与 前 导 链 模板 在 方向 上 保持 一 致 (图 4-33)。 

3. DNA 复制 的 终止 和 子 代 DNA 的 分 离 

大 肠 杆 菌 染 色 体 DNA 复制 终止 于 终止 区 (图 4-34)。 有 9 个 特殊 的 Ter 位 点 
(TerA 一 TerDJ 存 在 于 终止 区 ,它们 能 够 显著 地 降低 复制 叉 的 移动 速度 ,其 作用 具有 方向 
特异 性 :TerG、TerF、TerB 和 TerC 作用 顺 时 针 方 向 移动 的 复制 叉 ,Ter 吾 .TerA、TerD、 
Ter 巨 和 TerT 则 作用 逆 时 针 方 向 移动 的 复制 又 。Ter 位 点 富 含 GT ,一 种 被 称 为 终止 区 
利用 物质 的 蛋白 质 Tus 和 蛋白 (terminator utilization substance) 能 特异 性 地 与 它们 
结合 。 

晶体 结构 分 析 表 明 ,Tus 蛋白 含有 2 个 结构 域 , 这 两 个 结构 域 通过 2 个 反 平 行 的 B- 
折 笃 相连, 其间 有 一 个 因 富 含 碱 性 氨基 酸 残 基 而 带 正 电荷 的 裂缝 , 正 适 合 局 部 变形 的 
Ter= 一 DNA 结合 (图 4-35)。 
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Tus 和 蛋白 
侠 4-34 大 肠 杆 菌 DNA 复制 终止 区 的 结构 


侠 4-35 Tus 蛋 自 的 三 维 结合 及 其 与 DNA 双 螺 旋 的 结合 


Tus 和 蛋白 能 抑制 DaaB 蛋白 的 解 链 酶 活性 , 它 的 作用 方式 很 特别 : 当 它 与 Ter 位 点 结 
合 的 时 候 , 可 让 一 个 方向 的 复制 又 通过 ,但 却 阻止 另 一 个 方向 相反 的 复制 叉 通过。 这 种 
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作用 的 极 性 是 由 Tus 蛋白 结合 在 双 螺 旋 的 方向 决定 的 。 如 果 一 个 复制 又 前 进 的 时 候 ， 
DnaB 蛋白 接触 到 的 是 Tus 蛋白 分 子 由 B- 股 构成 的 一 面 时 ,就 无 法 穿 过 ,于 是 这 个 复制 
又 便 停 在 原 地 ;相反 ,如 果 一 个 复制 叉 从 另 一 个 方向 向 前 移动 的 时 候 ,DnaB 和 蛋白 接触 到 
的 是 Tus 蛋白 的 另 一 面 , 则 很 容易 通过 (图 4- 36)。 


顺 运 DnaB 蛋 自 5 mm 
Tus- Ter 了/ DnaB 和 蛋白 


复制 又 前 进 


复制 又 前 受阻 


NA 
忆 发 生 翻 转 的 C 结 合 在 裂缝 中 
针 4-36 Tus 蛋 白 的 作用 机 制 


当 2 个 复制 叉 在 终止 区 相遇 后 ,DNA 复制 即 停止 ,那些 位 于 终止 区 内 尚未 复制 的 序 
列 ( 约 50 bp 一 100 bp 长 ) 会 在 两 条 母 链 分 开 以 后 ,通过 修复 合成 的 方式 填补 。 但 无 论 如 
何 , 最 后 复制 完成 的 两 个 子 代 DNA 分 子 是 以 连环 体 的 形式 锁 在 一 起 ,在 分 配给 两 个 子 细 
胞 之 前 必须 进行 去 连环 化 。 在 大 肠 杆菌 内 ,负责 切割 的 是 拓扑 异 构 酶 人 或 XerD 和 蛋 百 (图 
4-37) , 它 作 为 位 点 特异 性 重组 酶 ,识别 终止 区 内 的 心太 位 点 , 切 开 DNA 的 两 条 链 , 在 子 
代 DNA 分 开 后 再 催化 裂口 再 接 。 

(二 ) 滚 环 复制 

某 些 噬菌体 DNA 和 一 些小 的 质粒 在 宿主 细胞 内 进行 滚 环 复制 (rolling-circle 
replication,RC 复制 ) ,如 大 肠 杆菌 的 喉 菌 体 @X174 和 Ml3 以 及 枯草 杆菌 内 的 PIMl13 
质粒 。 

以 @X174 噬菌体 为 例 , 其 基因 组 DNA 为 单 链 正 DNA ,一旦 感染 进入 大 肠 杆 菌 , 即 
通过 8- 复制 形成 复制 型 双 链 DNA(replicative-form DNA，REFE - DNA) ,新 合成 的 与 正 链 
互补 的 单 链 被 称 为 负 链 。RF -DNA 形成 以 后 ,就 可 以 进行 滚 环 复制 (图 4-38) :首先 ,位 
点 特异 性 起 始 蛋白 GPA 识别 并 结合 正 链 上 的 特殊 序列 ,而 导致 富 含 AT 碱 基 对 的 区 域 
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发 生 解 链 , 从 而 产生 一 个 复制 泡 ; 随 后 ,具有 内 切 核 酸 酶 活性 的 GPA 在 G4305 和 A4306 
之 间 切 开 正 链 ,产生 游离 的 G3 - OH。 释 放出 的 A5 -磷酸 基 团 与 GPA 的 1 个 Tyr 残 基 
以 磷酸 酯 键 相 连 ; 很 快 ,宿主 细胞 的 DNAP 芽 结合 在 切口 处 ,同时 , 解 链 酶 RepA 蛋白 也 
结合 进来 ,开始 催化 RE-DNA 解 链 ;在 DNAP 革 的 催化 下 ,切口 处 的 3- OH 直接 作为 
引物 开始 合成 新 的 正 链 即 前 导 链 ,而 作为 模板 的 是 负 链 DNA:; 随 着 新 的 正 链 不 断 合成 ， 
负 链 环 好 像 在 滚动 ,而 原来 的 正 链 则 被 取代 :REF - DNA 在 解 链 时 ,会 形成 正 超 螺旋 。 这 
可 被 旋转 酶 及 时 破坏 掉 。SSB 与 游离 出 来 的 以 单 链 形式 存在 的 老 的 正 链 结 合 ,新 的 正 链 
则 不 断 地 合成 ,直到 一 条 全 长 的 新 的 正 链 复制 好 ;新 合成 好 的 正 链 仍 然 与 老 的 正 链 以 共 
价 键 相 连 ,这 时 GPA 可 再 次 切 开 正 链 ,以 让 老 的 正 链 释 放出 来 。 负 链 则 与 新 的 正 链 形成 
新 的 RF-DNA, 以 便 进行 下 一 轮 滚 环 复制 。 

某 些 吻 菌 体 , 如 入 叭 菌 体 ,在 进行 下 一 轮 滚 环 复制 以 后 ,新 合成 的 正 链 与 老 的 正 链 仍 
然 以 共 价 键 结合 在 一 起 ,结果 导致 多 个 拷贝 的 基因 组 DNA 前 后 串联 在 一 起 。 但 在 新 的 
只 菌 体 装配 的 时 候 , 各 个 单 拷贝 的 基因 组 DNA 会 被 切 开 ,并 包装 到 新 的 病毒 颗粒 之 中 。 
此 外 ,在 进行 滚 环 复 制 的 时 候 , 被 取代 的 老 的 正 链 也 可 以 作为 模板 ,以 不 连续 的 方式 合 
负 链 ,以 便 提供 更 多 拷贝 的 REF - DNA。 

滚 环 复制 也 存在 于 真 核 细 胞 。 例 如 , 某 些 两 栖 动 物 卵 母 细胞 内 的 rDNA(CrRNA 基 
因 ) 和 哺乳 动物 细胞 内 的 二 所 叶酸 还 原 酶 (CDHFR) 基 因 , 在 特定 的 条 件 下 通过 滚 环 复 制 ， 
可 在 较 短 的 时 间 内 迅速 增加 目标 基因 的 拷贝 数 。 此 外 .一 些 共 价 闭 环 的 类 病毒 基因 组 
RNA 也 进行 滚 环 复 制 。 

(三 ) D - 环 复 制 

D -=- 环 复制 即 是 取代 环 (displacement-loop) 复 制 ,可 分 为 两 种 形式 ,一 种 是 单 D- 环 复 
制 , 另 一 种 是 双 D- 环 复制 。 能 够 进行 D- 环 复制 的 主要 是 两 种 半 自 主 性 细胞 器 中 的 
DNA, 即 线粒体 和 叶绿体 DNA,. 还 有 少数 病毒 的 基因 组 DNA, 如 腺 病毒 。 

|， 单 D = 环 复 制 

动物 细胞 的 线粒体 DNACmtDNA) 两 条 链 的 密度 并 不 相同 ,一 条 链 富 含 G 和 工 而 具 
有 较 高 的 密度 ,所 以 被 称 为 重 链 (heavy strand, 卫 链 ) , 另 一 条 链 富 含 C 和 和 A 而 具有 较 低 
的 密度 ,因而 被 称 为 轻 链 (light strand, 工 链 )。 每 一 个 mtDNA 分 子 有 两 个 复制 起 始 
区 Or 和 CO3:Or 用 于 有 链 的 合成 ,O 用 于 世 链 的 合成 。 催 化 mtDNA 解 链 的 酶 是 
TWINKLE 和 蛋白 ,催化 mtDNA 复制 的 酶 是 DNAP7Y, 两 条 链 的 合成 都 需要 先 合 成 RNA 
引物 。 

单 D- 环 复制 的 主要 步骤 包括 (图 4-39):(1) Or 首先 被 起 动 , 先 合成 前 导 链 , 即 新 的 
囊 链 。 前 导 链 连续 合成 ,其 引物 由 以 工 链 为 模板 转录 产生 的 接近 基因 组 全 长 的 mRNA 
经 剪 切 加 工 产生 ,催化 剪 切 反应 的 酶 是 核糖 核酸 酶 MRP;(2) 新 耳 链 一 边 复制 ,一边 取 
代 原 来 的 老 也 链 。 被 取代 的 老 百 链 以 单 链 环 的 形式 被 游离 出 来 ,这 就 是 D 环 名 称 的 由 
来 :(3) 当 链 合成 到 约 2/3 的 时 候 ,O: 得 以 暴露 而 被 激活 ,由 此 起 动 后 随 链 即 新 的 工 链 
的 合成 。 新 工 链 的 合成 以 被 取代 的 互 链 为 模板 ,与 新 再 链 合成 的 方向 相反 。 以 前 认为 ， 
后 随 链 是 连续 合成 的 ,但 越 来 越 多 的 证 据 表 明 它 是 不 连续 合成 的 , 即 要 形成 冈 崎 片段 。 
每 一 个 内 崎 片段 合成 都 需要 引物 ,这 由 线粒体 RNA 聚合 酶 (mitochondrial RNA 
polymerase、POLRMT7 (哺乳 动 物 ) 或 者 兼 有 解 链 酶 活性 的 TWINKLE 和 蛋白 ( 某 些 非 后 
生动 物 ) 众 化 合成 ;(4) 由 于 工 链 与 互 链 合成 在 时 间 上 的 不 同步 .所 以 当 新 互 链 合成 完 
的 时 候 , 世 链 仍然 有 约 2/3 还 没有 复制 ;(5) 先 合 成 好 的 也 链 先 被 连接 酶 缝合 ,L 链 则 等 
合成 好 以 后 再 进行 连接 反应 。 

2.， 双 了 - 环 复 制 

叶绿体 DNA 也 含有 2 个 复制 起 始 区 (OA 和 OriB) ,这 两 个 复制 起 始 区 也 是 由 短 
的 重复 序列 组 成 ,并 能 被 特定 的 起 始 和 蛋白 识 别 和 结合 。 但 在 进行 D 环 复制 的 时 候 ,OrzA 


第 四 章 DNA 的 生物 合成 


139 


140 


复制 
GCC9-” - 
” 超 螺 旋 站 
mtDNA Qi 有 OH 


共 价 闭环 mtDNA 间 
1 
| 人 
| 
ea O / 复制 
动 | 
NS 人 Oh 


售 4-39 D 环 复制 


和 OriB 同时 启动 ,因此 具有 2 个 D 环 (图 4-40)。 复 制 时 的 解 链 由 叶绿体 内 的 解 链 酶 催 
化 ,引物 也 由 叶绿体 内 的 引发 酶 催化 ,而 DNA 的 合成 由 叶绿体 的 DNAP 催化 。2 个 D- 
环 相 遇 便 融 合 , 形 成 类 似 6 状 结构 。 另 外 ,两 条 链 的 复制 都 是 连续 的 , 即 不 形成 由 崎 卢 
段 。 其 RNA 引 物 的 切除 往往 不 彻底 ,因此 会 在 新 复制 的 DNA 链 上 留 下 几 个 核糖 核 
苷 酸 。 


两 个 子 代 DNA 分 子 
食 4-40 叶绿体 DNA 的 双 D- 环 复制 
(四 ) 真 核 细 胞 细胞 核 DNA 的 复制 


真 核 细 胞 的 核 DNA 复制 在 近 几 年 来 有 很 多 重要 的 进展 。 首 先 ,需要 总 结 一 下 它 与 
细菌 DNA 复制 的 一 些 重 要 差别 ,然后 ,再 看 看 其 详细 的 过 程 。 


1. 真 核 细 胞 细胞 核 DNA 复制 与 细菌 DNA 复制 的 重要 差别 

G) 起 始 过 程 远 比 细菌 复杂 ,复制 被 严格 限制 在 细胞 周期 的 S 期 , 且 一 个 细胞 周期 
内 只 复制 一 次 ,在 第 一 轮 复制 结束 之 前 不 可 能 进行 第 二 轮 复制 ,而 细菌 细胞 在 第 一 轮 复 
制 还 没有 结束 的 时 候 , 就 可 以 在 复制 起 始 区 启动 第 二 轮 复制 。 真 核 细胞 的 核 DNA 复制 
之 所 以 在 一 个 细胞 周期 内 只 发 生 一 次 ,是 因为 复制 的 启动 受到 严格 的 调控 ( 见 后 面 的 真 
核 细 胞 的 核 DNA 复制 的 起 始 ) 。 如 果 一 个 真 核 细 胞 在 同一 个 细胞 周期 内 进行 了 两 次 复 
制 (rerreplication), 就 会 导致 基因 组 的 不 稳定 ,诱发 双 链 DNA 断裂 ,进而 触发 DNA 损伤 
应 答 机 制 ,使 细胞 周期 被 阻 滞 在 G2 期 ,并 激活 细胞 凋 亡 机 制 ,致使 细胞 凋 亡 。 

(2) 需要 解决 核 小 体 和 染色 质 结 构 对 DNA 复制 构成 的 障碍 。 

与 细菌 缺乏 核 小 体 和 染色 质 结构 形 成 鲜明 对 比 的 是 , 真 核 细胞 核 DNA 与 组 蛋白 形 
成 核 小 体 和 染色 质 的 结构 。 有 证 据 表 明 , 随 着 复制 叉 的 前 进 , 位 于 复制 叉 正 前 方 老 的 核 
小 体会 不 断 发 生 解 体 , 同 时 在 复制 叉 的 正 后 方 , 新 的 核 小 体 又 在 不 断 地 形成 。 在 这 个 复 
制 叉 移 动 与 新 . 老 核 小 体形 成 和 解体 的 紧密 偶 联 的 过 程 中 ,显然 每 一 个 老 核 小 体 的 解体 ， 
会 伴随 着 两 个 新 核 小 体 的 形成 。 核 小 体 在 数目 上 的 倍增 需要 有 新 的 组 蛋白 的 供应 。 幸 
好 ,新 的 组 蛋白 的 合成 也 发 生 在 细胞 周期 的 S 期 ,正好 与 DNA 复制 同步 。 在 细胞 质 中 B 
型 组 蛋白 转 乙酰 酶 CHAT-B) 的 催化 下 ,新 合成 的 H3 和 H4 发 生 乙酰 化 修饰 。 这 种 乙 
酰 化 修饰 位 点 和 样式 ,不 同 于 成 熟 的 核 小 体 在 基因 转录 被 激活 时 发 生 的 乙酰 化 修饰 。 游 
离 的 组 蛋白 发 生 的 乙酰 化 修饰 不 但 有 助 于 其 从 细胞 质 基质 运输 到 细胞 核 , 还 有 助 于 它们 
与 组 蛋白 伴侣 (histone chaperone) 相 互 作 用 ,从 而 促进 新 合成 的 组 蛋白 参 人 到 核 小 体 之 
中 。 例 如 ,一 种 叫 染 色 质 组 装 因子 1(chromatin assembly factor 1，CAF - 1) 的 组 蛋白 伴 

日 ,能 将 新 合成 的 H3 和 H4 组 装 成 四 聚 体 , 然 后 再 将 其 装配 到 DNA 双 螺 旋 上 。 一 旦 新 
的 组 蛋白 参 人 到 核 小 体 之 中 , 即 在 特定 的 组 蛋白 去 乙酰 酶 催化 下 ,丢掉 乙酰 基 。 

在 母 链 上 一 个 老 的 核 小 体 解 体 的 时 候 , 并 没有 彻底 解 离 成 单个 组 蛋白 分 子 ,而 是 解 
聚 成 H37/H4 四 聚 体 和 2 拷贝 的 H2A/H2B 二 聚 体 。 释 放出 来 的 H3/H4 四 聚 体 直接 转 
移 到 新 复制 的 两 个 DNA 双 螺 旋 中 的 一 个 之 上 ,再 与 其 他 的 组 蛋白 重新 组 装 成 新 的 核 小 
体 。 而 老 的 H2AVH2B 二 聚 体 释 放出 来 以 后 , 融 人 新 合成 的 组 蛋白 库 中 。 库 中 有 新 的 
H2A/H2B 二 聚 体 和 新 的 H3/H4 四 聚 体 。 新 的 H37H4 四 聚 体 在 组 蛋白 伴侣 的 作用 下 ， 
结合 到 另外 一 个 新 复制 的 双 螺 旋 上 ,启动 另 一 个 核 小 体 的 组 装 ( 图 4-4l)。 新 的 核 小 体 
在 组 装 中 ,所 利用 的 H2A/VH2B 二 聚 体 可 能 是 老 的 ,也 可 能 是 新 的 。 于 是 ,在 DNA 复制 
以 后 ,对 每 一 个 重新 组 装 的 核 小 体 而 言 ,其 组 蛋白 八 聚 体 核心 的 组 成 共有 6 种 可 能 性 : 老 


老 的 H3.H4 


机 人 中 一 
= 和 :H2B 二 
星 新 的 H2A-H B 二 聚 体 


人 入 4-41 真 核 细胞 核 DNA 复制 过 程 中 核 小 体 结构 的 再 组 装 
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的 H3/7H4 四 聚 体 十 2 个 新 的 H2A/VH2B 二 聚 体 ; 老 的 H3/H4 四 聚 体 十 2 个 老 的 H2A/ 
H2B 二 聚 体 ; 老 的 H3/H4 四 聚 体 十 1 个 新 的 H2AVH2B 二 聚 体 十 1 个 老 的 H2A/VH2B 二 
聚 体 ;新 的 H37H4 四 聚 体 十 2 个 新 的 H2A/H2B 二 聚 体 ; 新 的 H3/H4 四 聚 体 十 2 个 老 的 
H2A/H2B 二 聚 体 ;新 的 H37H4 四 聚 体 十 1 个 新 的 H2A/VH2B 二 聚 体 十 1 个 老 的 H2A/ 
H2B 二 聚 体 。 
村 生 (3) 复制 叉 移 动 的 速度 远 远 低 于 细菌 。 细 菌 复制 又 移动 的 速率 约 50 kbymin, 而 真 
核 生 物 只 有 约 2 kb/min( 表 4-8)。 
(4) 具有 多 个 复制 起 始 区 ,以 弥补 复制 叉 移 动 速度 低 和 基因 组 偏 大 对 整个 DNA 复 
制 速度 的 制约 ( 表 4- 8)。 


和 8 0 庆 拓 册 人 


大 肠 杆菌 1 ET 5X104 一 7 又 104 


酵母 500 40 3 600 

果 蝇 35 000 40 2 600 
非洲 爪 蟾 15 000 200 500 

小 鼠 25 000 0 本 2 200 


(5) 办 崎 片段 的 长 度 短 于 细菌 。 
(6) 需要 端 粒 酶 解决 端 粒 DNA 末端 复制 问题 。 


Box4-3 线形 DNA 末端 复制 的 难题 的 解决 


凡是 线形 DNA 都 有 末端 不 好 复制 的 难题 , 真 炉 生 物 细胞 核 DNA 巧 用 端 粒 酶 很 
好 地 解决 这 种 问题 。 至 于 其 他 类 型 的 线形 DNA, 如 某 些 病毒 的 线形 DNA 以 及 某 些 线 
形 线粒体 DNA, 它 们 的 末端 复制 问题 解决 的 方式 可 以 说 是 八仙 过 海 , 各 显 神通 ,概括 
起 来 ,还 有 四 种 机 制 :(1) 将 线形 DNA 暂时 转变 为 环形 DNA;(2) 经 重组 形成 连环 体 ; 
(3) 滚 环 复 制 ;(4) 使 用 蛋白 质 作 为 引 牺 。 

入 噬菌体 的 基因 组 为 线形 双 链 DNA, 但 其 两 端 是 2 个 由 12ait 长 的 互补 单 链 构成 
的 粘性 末端 。 这 样 的 未 端 能 够 相互 本 对。 一旦 噬菌体 进入 宿主 细胞 ,其 基因 组 DNA 
就 通过 上 述 粘 性 末端 形成 双 链 环形 DNA。 双 桂 环 形 DNA 的 形成 ,不 仅 可 以 保护 末端 
的 DNA 免 受 核酸 酶 降解 ,还 解决 了 潜在 的 末端 复制 问题 一 

T7 噬菌体 的 基因 组 为 线形 双 链 DNA, 其 复制 起 始 村 离 左 端 约 5 900 bp 的 区 域 ， 
为 双向 复制 。 其 两 端 含有 160 bp 长 的 重复 序列 。 在 一 轮 -DINA 乾 制 结束 以 后 ,产生 的 
两 个 子 代 DNA 含有 3'- 端 突出 ,但 通过 突出 之 中 的 互补 重复 序列 ,两 个 子 代 DNA 退 
火 在 一 起 ,其 间 的 空隙 由 DNAP 和 连接 酶 填补 和 缝合 ,最 终 形 成 一 个 串联 二 聚 体 分 
子 。 一 种 特殊 的 内 切 酶 将 串联 二 聚 体 再 次 交错 切 开 ,但 产生 的 子 代 DNA 含有 5'- 端 突 
出 , 它 能 够 直接 作为 模板 ,从 5' 一 3 ' 方 向 将 另 一 条 链 上 隐 缩 的 3 一 端 补 齐 (图 4-42)。 

少数 种 类 的 酵母 缅 胞 内 的 线粒体 基因 组 DNA 为 线形 双 链 ,其 两 端的 DNA 结构 
被 称 为 线粒体 端 粒 。 线 粒 体 端 粒 也 含有 多 拷贝 重复 序列 ,并 具有 5'- 端 突出 。 已 在 平 
滑 假 丝 酵母 (Cazidida parazsilosis) 的 线粒体 内 找到 一 种 衍生 于 线粒体 端 粒 序列 的 环 
形 双 链 附加 体 DNA。 其 序列 和 长 度 对 应 于 端 籽 内 的 重复 序列 ,能 够 通过 滚 环 复制 , 产 
生 更 长 的 线 状 的 端 粒 重 复 序列 。 或 许 , 附 加 体内 的 重复 序列 是 通过 重组 的 方式 添加 到 
线粒体 的 端 粒 上 的 。 

某 些 病毒 (如 腺 病毒 和 噬菌体 男 29) 不 使 用 RNA 引物 ,而 是 使 用 特殊 的 蛋白 质 作 
为 引物 ;直接 回避 了 未 端 序列 不 能 复制 的 问题 。 


1T42 


2 重复 序列 


末端 复制 
问题 出 现 


子 代 DNA 分 子 的 末端 相互 配对 
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经 过 多 纶 辅助 和 重组 
产生 更 长 的 串联 体 


双 链 和 酶 切 产 
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图 4- 竹 | T7 噬 菌 体 DNA 未 端 DNA 的 复 抽 
2. 真 核 细 胞 核 DNA 复制 的 详细 机 制 
真 核 细 胞 DNA 复制 涉及 多 种 不 同 的 蛋白 质 和 酶 ( 表 4- 9), 它 们 在 复制 过 程 中 起 着 
不 同 的 作用 。 
表 4 - 9 参与 真 核 细胞 DNA 复制 的 主要 重 白 质 和 靖 的 结构 与 功能 


Orcl 一 Ore6 二 识别 并 结合 复制 起 始 区 ， 形成 起 始 区 识别 玲 白 复合 物 


(CORC) 。 
有 Mem2 一 Memy7 形成 六 聚 体 复合 物 , 作 为 解 链 酶 参与 复制 的 

Mem 蛋白 4 一 600 ， 起 始 和 延伸 : 

结合 单 链 DNA, 刺 激 复制 起 始 区 的 解 链 ,刺激 DNAPa/ 引 发 
复制 蛋白 和 A 70234 酶 的 活性 ,与 REC 和 PCNA 一 道 刺 激 DNAPSN 的 活性 以 产 
(CRPA) 党 淮 生 较 长 的 DNA 产物, 还 能 阻止 DNAPaw/ 引 发 酶 与 新 合成 的 

链 结合 ; 

启动 前 导 链 和 后 随 链 的 合成 ,但 无 校对 功能 ,在 5 = 端 合成 约 
DNAPw/ 引 1l0nt 长 的 RNA 引物, 随后 再 合成 约 30 nt 长 的 DBDNA,， 在 后 
发 本 167,79,62,48 ， 随 链 模板 上 频繁 启动 引物 的 合成 。p167 具有 聚合 酶 活性 ， 

p48 具有 引发 酶 活性 。 与 引发 点 稳定 的 结合 需要 RPA 的 

刺激 。 
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( 续 表 ) 
完成 后 随 链 的 合成 和 参与 引物 切除 以 后 的 填补 。125 kDa 亚 
人 5 基 具 有 聚合 本 和 3'- 外 切 酶 活性 ,p40 与 PCNA 相互 作用 。 
DNAPe 255,79,29,23 “p255 具有 聚合 酶 和 3 外 切 酶 活性 ， ,完成 前 导 链 的 合成 。 
装载 PCNA 到 DNA; 有 依赖 于 DNA 的 ATP 酶 活性 (受到 
复制 因子 C 。 140 40 38 37.36 PCNA 的 刺激 ) ,与 引物 3- 端 结合 ,结合 需要 ATP。 参 与 聚 
(REC) 会 酸 的 车 和 多 :打破 REPAI 和 - DNAPw 引 发 枚 的 接 钢 使 
DNAP 与 PCNA 相连 。 
分 裂 细胞 核 抗 . 提高 DNAPN 的 进行 性 ， 形成 三 聚 体 的 环形 结构 (类 似 于 大 肠 
原 (PCNA) ”一 36 杆菌 DNAP 亚 的 B 亚 基 ) ,也 可 以 和 REFC FEN-1DNAPI、 
核 苷 酸 切 除 修复 蛋白 XPG 以 及 其 他 一 些 蛋白 质 结合 。 
拓扑 异 构 酶 工 110 释放 复制 又 前 面 的 超 螺 旋 张力 。 
170(Ia，- 
b 人 
Ia 或 I 180CJTb) ， 分开 连 环 体 
5 -外 切 酶 /内 切 酶 ,切除 冈 崎 片段 5 -端的 RNA 引物 ,但 不 
酶 (FEEN-1D) 一 43 RNaseHI 切 掉 5 端的 一 段 核 苷 酸 * 与 PCNA 的 结合 可 刺激 
一 它 的 活性 到 10 倍 。EENF 1 还 能 切除 由 DNAPo/ 引 发 酶 合 
-成 的 错 配 核 音 酸 。 
RNaseHI1 9 人 内 切 核酸 酶 ， 但 不 能 切断 引物 留 在 5 一 端的 单个 核糖 核 苷 酸 。 
DNA 连接 酶 1 ” ) 125 ”以 ATP 为 能 源 ; 连 接 冈 崎 片段 ,结合 PCNA。 
(1) 真 核 细 胞 的 核 DNA 复制 的 起 始 


已 发 现 至 少 有 35 种 基因 的 产物 是 局 动 真 核 DNA 复制 所 必需 的 。 参 与 复制 起 动 所 
必需 的 蛋白 质 的 结构 与 功能 、 导 致 复制 起 动 的 一 系列 事件 发 生 次 序 和 复制 起 始 的 调控 机 
制 等 都 呈现 出 高 度 的 保守 性 。 然 而 ,在 复制 起 始点 的 选择 上 , 却 有 一 定 程 度 的 自由 度 。 
差别 似乎 集中 在 复制 起 始 区 的 组 成 和 起 始 蛋白 识别 的 方式 上 上。 事实 上 , 某 些 多 细胞 生 
物 , 如 后 生动 物 , 在 发 育 过程 中 能 够 改变 复制 起 始 区 的 数目 和 位 置 。 

与 细菌 DNA 复制 一 样 , 真 核 细 胞 核 DNA 复制 的 起 始 首先 涉及 复制 起 始 区 的 识别 。 
然而 ,与 细菌 不 同 的 是 , 真 核 细胞 核 DNA 在 复制 起 始 之 前 ,起 始 区 已 经 与 起 始 蛋白 
(Orcl 一 Orc6) 结 合 , 形 成 了 起 始 区 识别 蛋白 复合 物 (origin recognition complex of proteins， 
ORC)。ORC 存在 于 整个 细胞 周期 ,因此 它 的 形成 并 非 是 DNA 复制 起 始 的 充分 条 件 , 而 
是 DNA 复制 起 始 的 必要 条 件 。 真 正 属于 起 始 步 又 的 反应 可 分 为 两 个 阶段 (图 4-43): 复 
制 预 起 始 复合 物 (pre-replication complex，pre- RC) 的 形成 及 其 被 激活 成 活性 的 复制 又 
复合 物 。Pre- RC 能 和 否 形 成 则 取决 于 执照 因子 (licensing factor) 何 时 对 复制 起 始 区 进行 
“点 火 ”(firing)。 充 当 执照 因子 的 有 细胞 分 裂 周 期 蛋白 10 依赖 性 转录 因子 (Cell division 
cycle 10-dependent transcriptl，Cdtl) 和 细胞 分 裂 周期 蛋白 6(cell division cycle 6， 
cdc6) 。 它 们 在 细胞 周期 的 G 期 才 开始 合成 并 在 细胞 核 积 累 , 最 先 与 ORC 结合 ,一 旦 结 
合 ,pre- RC 便 形 成 了 。 随 后 ,它们 再 将 微型 染色 体 维 护 和 蛋白 2 - 7(minirchromosome 
maintenance，Mcm2 - 7) 装 载 到 ORC 上 。 其 中 ,Cdc6 可 水 解 ATP, 这 有 助 于 协调 
Mecm 2- 7 装载 到 双 链 DNA 模板 上 ,形成 两 个 解 链 酶 环 , 环 绕 在 DNA 模板 上 , 沿 着 前 导 
链 的 模板 按照 3 一 5 的 方向 移 位 ,催化 DNA 复制 过 程 中 的 解 链 。Mem 2 - 7 复合 体形 成 
的 是 一 种 双 层 环 结构 :其 N 端 这 层 是 守 聚 体 ,C 端 含 有 1 个 AAA ”ATP 酶 模 体 ,构成 马 
达 结 构 域 (motor domain) 。 很 快 ,Cdc6 解 离 下 来 并 被 灭 活 。 紧 接着 ,Mcml0 、Dbf4 依赖 
性 和 蛋白质 激 酶 (Dbf4-dependent protein kinase，DDK) 、 周 期 蛋白 依赖 性 蛋白 质 激 酶 


HAT 
OORC 人 ACF1 
一 二 三 一 一 一 三 个 二 一 和 一 一 
Cdc6. Cdtl CHRAC ASS 
Mcm2-7 本 
处 于 蜡染 色 质 中 
-二 二 E- 一 一 -研一 的 复制 起 始 区 
Mcml0 四 
三 二 Er- -站 RE-E 二 二 一 
一 Cdc45 必 
DDK GINS 四 
CDK 


复制 起 始 复合 物 
全 4-43 真 核 生 物 细胞 核 DNA 复制 的 起 始 


Ccyclin-dependent protein kinase，CDK) .Cdc45 和 由 Sld5、Psfl1、Psf2 和 Psf3 四 个 亚 基 组 
成 的 GINS 也 被 招募 进来 DDK 和 CDK 可 催化 Mem 发 生 特异 性 的 磷酸 化 修饰 ,以 调节 
Mem 的 活性 ,而 由 Cdc45-Mcm-GINS 形成 的 三 元 复合 物 CCdc45-MCM-GINS complex， 
CMG 复合 物 ) 可 进一步 增强 Mem2 - 7 环 的 解 链 酶 活性 。.Mcml0 则 在 复制 的 起 始 和 延 
伸 中 均 起 重要 作用 。 在 非洲 爪 蟾 细胞 内 , 它 是 Cdc45 结合 必需 的 。Mcml0 与 ORC 的 结 
合 可 将 DNAPa -引发 酶 招募 到 复制 起 始 区 。 一 旦 DNAPa -引发 酶 加 入 ,具有 活性 的 复 
制 叉 复合 物 就 形成 了 。 

有 时 ,DNA 复制 起 始 区 可 能 被 隐藏 在 高 度 浓缩 的 异 染 色 质 上 ,这 时 一 开始 就 需要 借 
助 于 染色 质 重 塑 因子 (chromatin remodeling factor) 等 的 催化 ,例如 ,利用 ATP 染色 质 组 
装 和 重 塑 因子 1(ATP-utilizing chromatin assembly and remodeling factor 1，ACF1) .组 蛋 
白 转 乙酰 酶 CHAT) 和 染色 质 可 及 复合 物 (chromatin accessibility complex，CHRAC) , 进 
行 去 浓缩 化 ,以 暴露 出 复制 起 始 区 。 

《2) 真 核 细胞 核 DNA 复制 的 延伸 

复制 从 起 始 过 渡 到 延伸 的 机 制 已 经 有 所 了 解 :Ctf4/1 作为 DNAPa 的 复制 因子 ,与 
CMG 复合 物 相 互 作用 。 这 可 能 有 助 于 将 DNAPa 失 在 染色 质 上 ,同时 有 利于 协调 DNA 
的 解 链 和 DNAPa 催化 的 引物 合成 。 如 此 紧密 的 偶 联 将 单 链 的 长 度 最 小 化 。RPA 作为 
SSB 与 上 述 稳定 的 起 始 蛋白 /DNA 复合 物 结合 。 

延伸 阶段 的 反应 涉及 Mecm 和 蛋白 复合 物 、 三 种 DNA 聚合 酶 .RPA、RFC、PCNA 、DNA 
拓扑 异 构 酶 .DNA 连接 酶 和 FEN- 1/RNaseH1( 表 4- 9) 等 的 协调 有 序 的 作用 。 其 中 三 
种 DNA 聚合 酶 都 有 异 源 四 聚 体 的 结构 ,并 具有 高 度 的 忠实 性 。 许 多 参与 复制 的 酶 或 蛋 
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白质 需要 与 PCNA 发 生 作 用 。 与 PCNA 作用 的 蛋白 质 通过 一 种 高 度 保守 的 模 体 一 一 
PCNA 互 作 和 蛋白 盒 (PCNA-interacting protein box，PIP 盒 )。 组 成 PIP 盒 的 一 致 序列 是 
QXXhXXaa, 其 中 的 和 代表 任何 氨基 酸 ,h 代表 玻 水 氨基 酸 ,a 代表 芳香 族 氨基 酸 。 

在 延伸 阶段 ,结合 在 复制 起 始 复合 物 中 的 DNAPo/ 引 发 酶 , 先 使 用 引发 酶 亚 基 合 成 
长 7 nt~1lont 的 RNA 引 物 , 再 利用 聚合 酶 亚 基 合 成 20 nt 一 30 nt 长 的 DNA 片段 ,随后 
离开 DNA 模板 ,在 前 导 链 和 后 随 链 的 模板 上 分 别 由 DNAPs 和》 取代 (图 4= 44 和 图 
4-45)。 在 此 环节 ,有 两 种 蛋白 质 参 与 ,一 是 RFC, 一 是 PCNA。RFC 充当 滑动 钳 装 载 
者 ,结合 在 起 始 DNA 的 3 - 端 ,通过 它 的 ATP 酶 活性 ,催化 PCNA 滑动 钳 结构 装载 在 
DNA 模板 上 以 增强 DNAPSN 的 进行 性 。 复 制 中 的 解 链 由 Menma 复合 物 催化 , 冈 崎 片段 上 
的 RNA 引 物 水 解 由 FENI/RNaseHI1 核酸 酶 催化 (图 4-46)。 两 个 相 邻 的 冈 崎 片段 之 间 
的 空缺 由 DNAPS8 填补 ,缺口 则 由 DNA 连接 酶 工 颖 合 。 拓 扑 异 构 酶 工 负责 清 除 复制 又 
移动 中 形成 的 正 超 螺旋 ,拓扑 异 构 酶 Ia 和 [Tb 则 负责 解 连环 体 化 ;促进 最 后 的 2 个 以 共 
价 键 相连 的 连环 体 DNA 分 开 。 


1. DNAPa 合 成 
RNA-DNA3 引 物 


2. RFC 取 代 DNAPca 和 
招募 PCNA 和 DNAP5 
到 引物 端 


3. PCNA 将 DNAP5 夹 住 DNA 


4. DNAP6 延 伸 冈 崎 片段 


侠 4-45 真 核 细 胞 核 DNA 复制 叉 的 结构 模型 
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DNA 连 接 酶 将 
| 两 个 片段 连 上 
1 
nmnan nn 
伽 4-46 FENI 切除 引物 的 可 能 机 制 


(3) 真 核 细胞 核 DNA 复制 的 终止 

两 个 相 邻 的 复制 又 在 相遇 的 时 候 , 做 到 无 颖 融合 十 分 重要 ,这 样 才能 避免 多 余 的 复 
制 。 另 外 ,精确 的 终止 还 必须 能 够 阻止 连环 体 (Ccatenane) 的 形成 。 根 据 对 芽 殖 酵母 
(budding yeast) 的 研究 ,其 复制 终止 随机 地 发 生 在 4 khb 长 的 区 域内 。 这 些 区 域 通常 含有 
复制 叉 暂 停 元 件 (fork pausing element) 5- -已 在 裂 殖 酵 母 的 交配 型 基因 和 芽 殖 酵母 的 
rDNA 基因 内 ,发 现 特异 性 的 复制 终止 位 点 (replication termination site，RTS)。 在 RTS 
内 , 称 作 复 制 又 障 碍 物 (replication fork barriers，RFB) 的 区 域 让 终止 具有 方向 依赖 性 ,由 
此 可 阻 洁 两 个 相遇 复制 叉 中 的 一 个 回 对 侧 的 移动 。 其 他 复制 暂停 的 例子 包括 着 丝 粒 
(centromere，CEN) tRNA 元件.Ty 元 件 以 及 转录 和 复制 刚好 相遇 的 地 方 。 工 型 和 Ia 
型 DNA 拓扑 异 构 酶 参与 复制 的 终止 。 工 型 拓扑 异 构 酶 在 S 期 与 染色 质 结 合 , 在 中 期 位 
于 着 丝 粒 。 它 与 终止 区 的 结合 可 防止 在 终止 区 发 生 DNA 断裂 和 重组 ,此 外 ,还 参与 在 含 
有 RTS 区 域 的 终止 。 缺 乏 开 型 拓扑 异 构 酶 可 导致 细胞 分 裂 期 间 DNA 的 断裂 。 相 反 ， 
Rrma3 解 链 酶 促进 复制 叉 通过 终止 区 。 于 是 ,Rrm3 和 工 型 拓扑 异 构 酶 一 起 在 REFB, 协 调 
复制 叉 在 终止 区 的 移动 和 融合 。 工 A 型 拓扑 异 构 酶 的 作用 则 是 有 助 于 有 具 相 似 终止 位 点 
结构 的 姊妹 染色 单 体 (chromatid) 的 分 离 。 

(五 ) 十 菌 的 DNA 复制 

与 细菌 相似 , 古 菌 的 染色 体 DNA 一 般 也 是 单 倍 体 的 环 状 DNA, 其 上 的 基因 数目 也 
差不多 。 然 而 ,在 DNA 模板 存在 的 状态 .包装 的 方式 .参与 复制 的 多 种 酶 和 蛋白质 的 结 
构 与 功能 以 及 复制 的 具体 机 制 上 , 古 菌 与 真 核 生物 非常 相似 。 

在 没有 复制 之 前 , 绝 大 多 数 生物 体内 的 DNA 以 负 超 螺旋 的 状态 存在 ,但 不 同类 型 的 
生物 引入 负 超 螺旋 的 机 制 并 非 相 同 。 细 菌 是 通过 旋转 酶 引入 ,而 真 核 生 物 利 用 组 蛋白 与 
DNA 形成 核 小 体 的 机 制 引 入 。 而 许多 古 菌 则 同时 具有 DNA 旋转 酶 和 组 蛋白 ,因此 ,这 
些 古 菌 在 染色 体 DNA 引入 负 超 螺旋 的 手段 可 能 类 似 于 细菌 ,也 可 能 类 似 于 真 核 生 物 ,还 
可 能 兼 而 有 之 。 古 菌 的 组 蛋白 长 度 要 短 于 真 核 生 物 ,但 氨基 酸 序 列 与 三 维 结构 与 真 核 生 
物 相 似 , 因 此 也 可 以 自发 组 装 成 组 蛋白 核心 。 然 而 , 古 菌 的 组 蛋白 在 与 DNA 形成 核 小 体 
的 时 候 , 只 形成 四 聚 体 核 心 ,而 不 是 真 核 生 物 的 八 聚 体 核心 。 四 聚 体 组 蛋白 核心 让 古 菌 
的 一 个 核 小 体 只 能 包 被 约 80 bp 的 DNA。 细 菌 没有 组 蛋白 ,虽然 含有 类 似 组 蛋白 的 碱 性 
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蛋白 与 DNA 结合 ,但 从 来 不 会 形成 核 小 体 的 结构 。 这 些 类 似 组 蛋白 的 碱 性 蛋白 与 真正 
的 组 蛋白 在 氨基 酸 序 列 上 没有 任何 同 源 性 。 事 实 上 ,许多 古 菌 也 含有 这 样 的 碱 性 蛋白 。 
此 外 ,对 于 那些 生活 在 极端 高 温 环境 下 的 古 菌 而 言 , 在 它们 的 体内 含有 DNA 反 旋 转 酶 
Creverse DNA gyrase) 。 与 旋转 酶 不 同 的 是 , 反 旋 转 酶 催化 的 反应 是 将 正 超 螺旋 引入 染 
色 体 DNA。 这 种 反 旋转 酶 的 存在 显然 是 为 了 维持 这 些 嗜 高 温 古 菌 细胞 内 DNA 的 稳定 。 

在 DNA 复制 上 , 古 菌 与 细菌 相似 的 是 它 不 需要 也 没有 端 粒 酶 ,因为 其 染色 体 DNA 
是 环 状 , 无 端 粒 结构 ,在 其 他 方面 更 像 真 核 生 物 。 与 真 核 生物 细胞 核 DNA 复制 相似 的 地 
方 主要 表现 在 :(1) DNA 模板 与 组 蛋白 形成 核 小 体 ,而 核 小 体 结 构 对 复制 会 产生 一 定 影 
响 ;(2) 许多 古 菌 具有 多 个 复制 起 始 区 , 且 起 始 的 过 程 与 真 核 生 物 惊人 相似 ; (3) 参与 复 
制 的 许多 蛋白 质 和 酶 在 结构 与 功能 上 非常 接近 真 核 生物 ( 表 4-10)。 例 如 ,参与 DNA 复 
制 的 主要 聚合 酶 与 真 核 生 物 一 样 , 为 B 类 ,而 细菌 使 用 的 是 C 类 。 


表 4- 10 细菌 \ 古 菌 和 真 核 生 物 参 与 DNA 复制 的 主要 蛋白 质 和 酶 的 比较 


”起 始 醒 自 ”， 、，，，Dnah 二 OILISOre6 、Orel/Cac6 
解 链 酶 ， MCM 复 合 物 MCM 
解 链 酶 装载 物 Cdc6+Cdrl Orcl/Cdc6 
DNA 涌 合 本 8 侈 二 -了 类 
滑动 钳 和 PCNA 
滑动 负 装 裁 物 天 区 和 改 


本 由 rn ATP 依赖 性 一 相 ATP 依赖 性 
RNA 关 护卫 ，DNA 连 接 酶 “，)DNA 连接 酶 IT1，《 ，DNA 话 接 梅 1 


1 
进 郑 光 靖 粒 酶 ,. 汪 刷 SS Si 光 避 此 并 


四 、.DNA 复制 的 高 度 忠实 性 


DNA 复制 非常 精确 ,错误 率 为 10 ”nt 一 10 ”nt, 因 此 具有 高 度 的 忠实 性 ,这 对 遗传 

GT 根据 DNA 复制 的 错 ”物质 的 稳定 性 格外 重要 。 概 括 起 来 有 以 下 几 种 互 为 补充 的 机 制 在 起 作用 。 
误 率 ,计算 一 下 人 类 单 倍 体 (1) 四 种 dNTP 浓度 的 平衡 
RN 细胞 内 作为 DNA 合成 前 体 的 四 种 dNTP 浓度 的 平衡 ,对 于 DNA 复制 的 忠实 性 有 很 
大 的 影响 。 如 果 有 一 种 dNTP 的 浓度 远 远 高 于 另外 三 种 ,那么 浓度 过 高 的 那 一 种 就 有 更 
多 的 机 会 参 人 到 新 合成 DNA 分 子 上 ,这 会 增加 核 苷 酸 错 配 的 危险 ,从 而 降低 复制 的 忠实 
性 。 但 在 正常 的 细胞 内 ,负责 合成 脱氧 核 苷 酸 的 核 苷 酸 还 原 酶 (nucleotide reductase) 具 
有 非常 精细 的 调节 机 制 ,可 以 维持 四 种 dNTP 浓度 的 平衡 。 

(2) 催化 复制 的 DNAP 的 高 度 选择 性 

直接 催化 复制 的 DNAP 在 维持 复制 的 忠实 性 方面 是 最 重要 的 ,它们 能 根据 模板 链 
的 核 苷 酸 序 列 ,按照 Watson-Crick 配对 方式 选择 正确 的 核 昔 酸 参 和 人 。 如 果 选 择 的 核 背 酸 
与 模板 链 上 的 核 昔 酸 不 匹配 , 则 加 以 抛弃 ,重新 挑选 ;如 果 选 择 到 的 核 苷 酸 正好 与 模板 链 
上 的 互补 , 则 保留 下 来 ,在 聚合 酶 催化 下 ,与 前 一 个 核 苷 酸 形成 磷酸 二 酯 键 。 

然而 ,聚合 酶 如 何 选择 正确 配对 的 核 苷 酸 的 呢 ? 研究 表明 ,聚合 酶 通过 几何 选择 
(geormnetric selection) 和 构象 变化 (conformational change) 两 种 机 制 来 挑选 正确 的 核 苷 酸 。 
若是 以 Watson-Crick 方式 配对 的 核 苷 酸 (A-T 或 G-C), 那 它们 在 外 形 、 距 离 和 它们 的 
糙 苷 键 连接 的 角度 上 几乎 是 相同 的 ;若是 以 非 Watsonm-Crick 方式 配对 的 核 背 酸 ( 如 G-A 
或 C-A 或 TG), 则 在 外 形 . 距 离 和 它们 的 糖苷 键 连 接 的 角度 上 与 Watson-Crick 碱 基 对 
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有 和 较 大 的 差别 。 于 是 ,错误 的 dNTP 因为 不 能 形成 正确 的 几何 形状 ,不 适合 进入 酶 的 活 
性 中 心 , 而 正确 的 dNTP 很 容易 进入 酶 的 活性 中 心 。 而 且 , 一 旦 进入 酶 活性 中 心 , 正 确 的 
dNTP 与 模板 链 上 的 相应 的 核 苷 酸 配对 , 酶 的 构象 即 被 诱导 而 迅速 发 生 较 大 的 变化 。 在 
没有 底 物 结合 的 时 候 , 聚 合 酶 的 手指 一 手掌 一 拇指 的 构象 处 于 开放 的 状态 。 当 正确 配对 
的 核 苷 酸 进 入 活性 中 心 以 后 ,构象 发 生变 化 的 酶 能 更 好 地 包 被 碱 基 对 ,使 之 采取 合适 的 
取向 ,让 进入 的 dNTP 上 的 -了 更 容易 受到 引物 3 - OH 的 亲 核 进攻 ;如 果 错 误 的 核 苷 酸 
进入 活性 中 心 , 酶 构象 发 生 的 变化 要 慢 1 万 倍 ! 

(3) DNAP 附带 的 3- 外 切 酶 活性 产生 的 自我 校对 ( 见 DNAP 的 结构 与 功能 ) 

(4) 错 配 修复 

前 三 种 机 制 并 不 能 保证 合成 好 的 子 链 完 全 没有 错 配 的 核 苷 酸 。 假 定 在 复制 好 的 
DNA 分 子 上 果真 出 现 了 错 配 的 核 苷 酸 ,机体 还 有 补救 的 措施 吗 ? 事实 上 ,在 细胞 里 早已 
预备 好 最 后 一 道 “ 防 线 ” 它 专门 修复 复制 中 错 配 的 核 苷 酸 , 这 种 机 制 被 称 为 错 配 修复 ( 参 
见 第 五 章 DNA 损伤 .修复 和 突变 )。 

(5) 使 用 RNA 作为 引物 

DNA 复制 使 用 RNA 引物 似乎 既 耗 能 ,又 耗 时 。 那 么 ,细胞 合成 RNA 引物 的 真正 意 
义 何 在 ? 原来 与 复制 的 忠实 性 有 关 , 因 为 在 DNA 合成 一 开始 被 参 人 的 核 苷 酸 难以 与 模 
板 链 形成 稳定 的 双 螺 旋 , 所 以 很 容易 错 配 , 但 如 果 使 用 RNA 引物 , 则 不 必 担 心 这 些 错 配 
的 核 昔 酸 ,因为 反正 RNA 引物 是 迟早 会 被 水 解 的 。 

(6) DNA 复制 的 极 性 也 可 能 与 忠实 性 有 关 

如 果 DNA 复制 可 以 从 3 一 5 进行 ,那么 当 在 复制 过 程 中 出 现 错 配 的 时 候 , 只 能 依靠 
DNAP 的 5- 外 切 酶 活性 将 出 现在 5 - 端 错 配 的 核 苷 酸 切除 ,而 留 下 5 - OH 或 5 一 磷酸 。 
显然 ,这 样 的 5 一 端 不 能 直接 与 下 一 个 dNTP 的 3- OH 形成 5 ,3'- 磷 酸 二 酯 键 。 为 此 , 细 
胞 必须 预备 另外 一 套 酶 ,专门 将 校对 后 产生 的 5 - 端 变 成 5 -三 磷酸 ,这 样 才能 保证 后 面 
的 聚合 反应 可 进行 下 去 。 也 许 , 如 果 细 胞 内 的 脱氧 核 苷 三 磷酸 为 3 - dNTP 的 话 , 那 么 
DNA 复制 的 极 性 就 变 成 了 3 一 -5'。 


五 .DNA 复制 的 调控 


DNA 复制 的 调控 主要 集中 在 起 始 阶 段 。 但 对 于 DNA 复制 起 始 过 程 的 调控 ,细菌 和 
真 核 生 物 的 使 用 不 同 的 机 制 。 

(一 ) 细菌 DNA 复制 起 始 的 调控 

以 大 肠 杆菌 为 例 , 何 时 进行 新 一 轮 的 DNA 复制 由 Dam 和 复制 起 始 蛋白 (DnaA 蛋 
白 ) 控 制 。 

亲 代 DNA 分 子 的 两 条 链 均 被 甲 基 化 ,催化 甲 基 化 的 酶 是 Dam。 甲 基 化 位 点 是 QIE》 如 呆 一 种 突 交 导 政 
GATC 序列 中 人 的 N6, 甲 基 供 体 是 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 。 刚 形成 的 子 代 DNA 在 GATC 序 。 Dem 洛 生 全 低 ,你 认为 这 箭 
列 上 是 半 甲 基 化 的 。OriC 内 共 含 有 11 个 重复 的 GATC 序列 ,在 亲 代 DNA 分 子 上 都 被 BINA 进 汕 这 
甲 基 化 了 。 子 代 DNA 在 OriC 上 的 甲 基 化 位 点 完全 被 甲 基 化 以 后 ,才能 启动 下 一 轮 复 Et 
制 , 因 为 只 有 甲 基 化 的 OrC 才能 被 DnaA 蛋白 识别 和 结合 (图 4-47)。 

当 子 代 DNA 分 子 处 于 半 甲 基 化 状态 时 ,与 细胞 膜 结合 的 一 种 抑制 蛋白 SeqA 与 
OriC 结合 ,使 得 DnaA 蛋白 无 法 识别 和 结合 OriC。 只 有 当 Dam 将 子 代 DNA 分 子 上 的 
GATC 序列 甲 基 化 以 后 ,抑制 蛋白 才 与 OriC 解 离 。 此 后 ,DnaA 蛋白 才能 与 OriC 结合 ， 
从 而 启动 了 新 一 轮 DNA 的 复制 。 

(二 ) 大 肠 杆菌 质粒 ColE1 的 复制 调控 

质粒 ColE1 的 复制 为 单 向 复制 , 先 合成 500 nt 长 的 RNA 引物 ,然后 先 由 DNAP 工 合 
成 ,再 由 DNAP 了 由 代替 DNAP 工 继续 合成 。 

ColE1 复制 由 RNA 工 负 调控 。RNA 工 是 引物 RNA 的 反 义 RNA, 它 的 长 度 为 
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无 活性 的 OriC 活性 的 OrC 
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= 人 ARG 一 当 币 1 Dam 
一 CTAG 一 人 
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网 三 十 出 芭 王 CH 
| 
甲 基 化 的 DNA CTAG 二 
CH， 一 CTAG 一 
半 甲 基 化 的 DNA 
无 活性 的 OriC 活性 OniC 


便 4-47 甲 基 化 对 细菌 DNA 复制 的 调节 


100 nt, 与 引物 5 -端的 前 100 nt 正好 互补 。 一 旦 RNAI 与 引物 RNA 互补 结合 ,引物 就 
不 能 形成 引发 复制 所 必需 的 三 叶 草 状 结构 ,从 而 导致 引物 失 活 。 

(三 ) 真 核 细 胞 核 DNA 复制 起 始 的 调控 

在 每 一 个 细胞 周期 内 ,基因 组 DNA 的 一 次 性 忠实 和 及 时 复制 对 于 真 核 细胞 的 生存 
是 至 关 重 要 的 。 真 核 细 胞 核 DNA 含有 多 个 复制 子 , 各 复制 子 的 复制 都 被 限制 在 细胞 周 
期 的 S 期 ,但 各 复制 子 的 启动 并 不 同步 。 那 么 , 真 核 细胞 是 如 何 能 让 一 个 复制 子 在 一 个 
细胞 周期 内 只 局 动 一 次 呢 ? 

原来 , 真 核 细胞 核 DNA 复制 的 起 动 受 执照 调控 系统 的 控制 :在 细胞 周期 的 Gl 期 ， 
复制 起 始 区 被 颁发 一 次 性 执照 , 即 由 Cdc6 和 Cdtl 对 ORC 进行 "点火 ? 激 活 。 一 旦 进入 S 
期 ,执照 即 被 收回 ,这 就 防止 了 预 复制 复合 物 的 再 次 装配 ,从 而 保证 了 一 个 细胞 周期 内 
DNA 只 复制 一 次 。 因 为 Cdc6 的 结合 是 暂时 的 , 它 在 细胞 有 丝 分 裂 结束 和 G1 后 期 与 
ORC 结合 , 它 与 Cdtl 一 起 确保 一 个 细胞 周期 内 ,DNA 复制 只 起 动 一 次 。 一 且 复 制 被 它 
们 起 动 ,Cdc6 蛋白 和 Cdtl 蛋白 即 离开 ORC,Cde6 就 迅速 被 水 解 ,而 CdtL 要 么 被 泛 酰 化 
后 进入 蛋白 酶 体 降解 ,要 么 被 增殖 蛋白 (geminin) 隔 离开 。 

增殖 蛋白 存在 于 大 多 数 真 核 生 物 的 细胞 核 , 在 Gl 期 缺乏 ,但 在 S 期 .G2 期 和 进入 M 
期 积累 并 一 直 存在 ,一 旦 细胞 周期 从 分 裂 期 的 中 期 过 渡 到 后 期 ,受到 后 期 促进 复合 物 
(anaphase-promoting complex，APC ) 诱导 的 泛 栈 化/ 蛋白酶 体 (ubiquitination/ 
proteasome) 的 降解 ,水 平 开始 下 降 。 在 S 期 的 开始 直至 分 裂 后 期 ,增殖 蛋白 抑制 复制 因 
子 Cdtl ,阻止 预 复制 复合 物 的 再 装配 ,而 阻止 Mem 蛋白 装配 到 新 合成 的 DNA 分 子 上 ， 
从 而 有 效 地 防止 了 在 同一 个 细胞 周期 内 重复 发 生 DNA 复制 的 赵 动 。 但 随 着 有 丝 分 裂 的 
结束 ,增殖 蛋白 被 降解 稀释 ,于 是 两 个 子 细胞 在 下 一 个 细胞 周期 的 S 期 能 够 对 执照 因子 
做 出 反应 ,由 此 启动 新 一 轮 DNA 复制 。 
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DNA 的 生物 合成 不 仅 可 以 以 DNA 作为 模板 ,还 可 以 以 RNA 作为 模板 。 以 RNA 
为 模板 合成 DNA 的 过 程 称 为 道 转录 。 逆 转录 已 被 发 现 是 一 种 很 普遍 的 现象 , 它 不 仅仅 
存在 于 逆转 录 病 毒 的 生活 史 之 中 ,还 存在 于 没有 受到 任何 逆转 录 病 毒 感 染 的 真 核 生 物 和 
一 些 细菌 的 体内 。 例 如 ,在 前 一 节 中 介绍 的 由 端 粒 酶 催化 的 就 是 逆转 录 反 应 。 


一 \ 逆 转录 病毒 的 逆转 录 反 应 


逆转 录 病 毒 是 一 类 RNA 病毒 ,以 特定 的 高 等 动物 细胞 为 宿主 细胞 ,其 最 基本 特征 是 
在 生活 史 中 , 有 一 个 从 RNA 到 DNA 的 逆转 录 过 程 。 此 外 ,逆转 录 病 毒 在 感染 宿主 细胞 


后 ,会 将 其 经 逆转 录 产 生 的 基因 组 DNA 整合 到 宿主 基因 组 中 。 

常见 的 逆转 录 病 毒 有 劳 氏 肉瘤 病毒 (Rous sarcoma virus，RSV) 、 猫 白血病 病毒 
(Cfeline leukemia virus)、 小 鼠 乳 腺 肿瘤 病毒 (mouse mammary tumor virus，MMTV) 和 人 
类 免疫 缺陷 病毒 (human immunodeficency virus，HIV) 。HIV 是 人 类 获得 性 免疫 缺陷 综 
合 征 (acquired immune deficiency syndrome，AIDS) 即 艾滋 病 的 元 区 , 故 HIV 俗称 为 艾滋 
病 病 毒 。 

HIV 分 为 HV-1 和 HIV-2。 两 者 的 主要 差别 在 于 ,基因 组 序列 不 完全 相同 ,如 
HIV- 1 编码 VPU 和 蛋白 ,而 HIV-2 编码 VPX 和 蛋白 。 此 外 ,HIV- 1 广泛 分 布 于 世界 各 
地 ,HIV-2 则 与 猿 类 免疫 缺陷 病毒 (simian immunodeficency virus，SIV) 更 接近 ,难以 在 
人 人 之 间 传 播 , 目 前 主要 分 布 于 非洲 西部 。 

感染 艾滋 病 病 毒 的 途径 主要 有 血液 传播 性 传播 和 母 婴 传播 。 

由 于 HIV 在 人 体内 破坏 免疫 系统 ,造成 机 体 免 疫 力 下 降 , 因 此 ,艾滋 病 患者 很 容易 
发 生 各 种 感染 ,而且 症状 没有 特异 性 ,表现 为 复杂 多 样 的 综合 征 。 常 见 症 状 有 :长 期 低 
热 消瘦、 乏力. 冒 汗 .慢性 腹泻 ,慢性 咳嗽 、 全 身 淋 巴结 肿 大 、 头 晤 .头痛 和 反应 迟钝 等 。 

英 滋 病 患者 易 发 生 的 肿瘤 是 卡 波 西 氏 肉瘤 (Kaposi s sarcoma) ,其 表现 为 皮肤 出 现 深 
监 色 或 紫色 的 斑 丘 疙 或 结 节 。 此 外 ,淋巴 瘤 . 肝 癌 和 肾 癌 等 也 较 常 见 。 

(一 ) 逆转 录 病 毒 的 结构 

按照 从 外 到 内 的 次 序 ( 图 4-48 和 4-49), 一 个 典型 的 逆转 录 病 毒 颗粒 的 最 外 面 是 
一 层 衍生 于 宿主 细胞 膜 的 外 被 (envelope) ,其 上 分 布 着 由 病毒 基因 组 编码 的 表面 糖 蛋白 
(surface glycoprotein，SU) 和 路 膜 蛋白 (transmembrane protein，TM) 。SU 是 病毒 的 主 
要 抗原 , 工 M 为 成 熟 的 SU 的 内 部 跨 膜 部 分 ;中间 是 一 层 由 蛋白 质 核 心 构成 的 衣 壳 
(capsid), 呈 二 十 面体 状 。 组 成 衣 壳 的 蛋白 质 有 衣 壳 蛋白 (capsid protein，CA) .基质 蛋白 
Cmatrix protein，MA) 和 核 衣 壳 蛋 白 (nucleocapsid protein，NC) 。 衣 壳 的 功能 是 保护 基 
因 组 ;最 里 面 的 是 病毒 基因 组 RNA, 其 上 结合 有 逆转 录 酶 (RT)、 整 合 酶 (integrase，IN)、 
蛋白 酶 和 充当 逆转 录 反 应 引物 的 特定 tRNA。 


RNA 


圈 4- 48 逆转 录 病 毒 的 结构 模式 图 


逆转 录 病 毒 基因 组 属于 正 链 RNA, 共 有 2 个 拷贝 ,因此 逆转 录 病 毒 被 称 为 二 倍 体 病 
毒 。 其 两 个 拷贝 的 基因 组 RNA 在 5 - 端 通过 氢 键 结合 在 一 起 。 每 一 个 拷贝 就 是 一 个 全 
长 的 病毒 mRNA, 但 在 病毒 感染 宿主 细胞 之 后 ,基因 组 RNA 并 没有 自由 地 释放 到 细胞 
质 , 所 以 不 能 与 核糖 体 结合 进行 翻译 ,而 是 作为 模板 ,在 自 带 的 逆转 录 酶 的 催化 下 ,被 送 
转录 成 DNA。 
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图 4- 49， 逆转 录 病 毒 的 详细 结构 


逆转 录 病 毒 基因 组 RNA 的 非 编 码 区 包括 5 -端的 帽子 .5 -端的 未 端 直接 重复 序列 
(5-R) .5 一 端 特有 序列 (5 一 end unique，U5) .引物 结 合 位 点 (Primer-binding site，PBS)、 
剪接 信和 号、 充当 引物 并 引发 第 二 条 DNA 链 合成 的 多 聚 味 叭 区 (polypurine tract，PPT)、 
3“- 端 尾巴 .3 - 端 特 有 序列 (3'- end unique，U3) 和 3“- 端 的 末端 直接 重复 序列 (3'- R) (图 
4- 50)。 编 码 区 通常 有 3 个 结构 基因 :(1) ge& 基因 一 编码 MA.CA 和 NC;(2) zol 基 
因 一 一 编码 RT` 整 合 酶 和 蛋白酶 ; (3) ez 基因 一 一 编码 SU 和 TM。 如 果 是 肿瘤 病毒 ， 
如 鼠 白 血 病 病毒 Cmurine leukemia virus) , 还 可 能 含有 病毒 癌 基 因 oxc, 其 编码 癌 和 蛋白 
(oncoprotein) 。3-R 内 有 加 尾 信 号 AAUAAA。 


f 聚合 酶 
蛋白 酶 (逆转 录 酶 , 整合 酶 ) 


基 团 特异 性 抗原 
( 衣 壳 蛋白 MA.CANC) \ 1 
5 = 二 二 全 2 之 31/ 
mmGpppGn | ga 汶川 ee 2 因 世 A(AjnAor 
(帽子 ) 了 (尾巴 ) 
未 端 重 人 未 端 重 
和 放风 人 3 机 特 。。 复 译 列 
转 4- 50 逆转 录 病 毒 基 因 组 的 结构 
(二 ) 逆转 录 病 毒 的 生活 史 
以 HIV 为 例 ,逆转 录 病 毒 的 生活 史 主 要 包括 6 个 阶段 (图 4-51)。 
1. 附着 与 融合 


这 是 由 受 体 和 辅助 受 体 (correceptor) 介 导 的 过 程 (图 4- 52)。 作 为 受 体 的 是 CD4 和 蛋 
白 ,作为 辅助 受 体 的 是 趋 化 因子 受 体 (chemokine receptor) C=-C 模 体 受 体 5(CC-=-C 
motif receptor 5，CCR5) 或 C-X-C 模 体 受 体 4(CXC motif receptor4，CXCR4) 。 配 体 是 
病毒 外 被 上 的 表面 糖 蛋白 gp120 和 gp41。 

人 体 宿主 细胞 膜 上 的 CD4 蛋白 和 趋 化 因子 受 体 本 来 拥有 自己 的 功能 ,但 HIV 却 在 
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“ 粒 的 释放 
侠 4-51 HIV 的 生活 史 


进化 过 程 中 盗用 了 白细胞 表面 的 标记 物 来 作为 入 侵 和 感染 免疫 细胞 的 跳板 。 

HIV 的 宿主 细胞 应 该 回 时 含有 CD4 蛋白 和 趋 化 因子 受 体 , 主 要 是 CD4 - 工 淋巴 细 
胞 ,还 有 巨 噬 细 胞 , 单 核 细 胞 和 树 突 状 细胞 (dendritic cell) 。 

HIV 在 感染 早期 ,通常 使 用 CCR5 ,而 在 后 来 可 能 只 用 CXCR4, 或 者 同时 使 用 CCR5 
和 CXCR4。 


从 4-52 HIV 与 宿主 细胞 的 附着 
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病毒 的 gp120 是 一 种 三 聚 体 蛋 白 , 当 与 CD4 - 工 细 胞 膜 上 的 CD4 蛋白 的 末端 结构 域 
接触 以 后 ,就 被 激活 ,随后 便 与 多 次 跨 膜 的 CCR5 相 作 用 。 这 种 相互 作用 一 方面 使 得 
gp41 激活 , 另 一 方面 促使 sp120 发 生 剪 切 而 塌陷 。 被 激活 的 gp41 通过 它 的 N 端 中 水 结 
构 域 ,插入 到 工 细 胞 的 质 膜 上 ,触发 病毒 的 外 被 与 工 细 胞 质 膜 融合 ,同时 让 里 面 带 有 胡 
壳 的 病毒 颗粒 释放 到 工 细 胞 的 细胞 质 。 

目前 已 在 编码 CCR5 基因 的 编码 区 和 启动 子 区 域 发 现 了 多 种 有 意思 的 突变 ,尤其 是 
发 生 在 编码 区 的 突变 体 CCR5 举 。CCR5 洋 是 指 CCR5 基因 内 部 发 生 的 32 nt 缺失 的 突 
变 , 即 在 CCR5 等 位 基因 编码 区 第 185 位 氨基 酸 密码 子 以 后 发 生 了 32 nt 缺失 ,导致 可 读 
框 错位 ,从 而 使 CCR5 蛋白 无 法 正常 跨 膜 在 细胞 膜 上 ,进而 使 HIV 的 gp120 不 能 与 
CCR53 有 效 结合 , 让 HIV 不 能 进入 宿主 细胞 。 人 和 群 调查 和 实验 结果 表明 ,CCR5 入 突变 
体 拥 有 正常 的 免疫 功能 和 炎症 反应 , 带 有 这 种 突变 的 纯 合 体 不 会 感染 HIV ,而 杂 合 体 则 
不 容易 感染 上 HIV。 因 此 ,作用 CCR5 的 抑制 剂 应 该 可 以 有 效 阻 断 HIV 的 感染 。 


Box4-4 HIV 辅助 受 体 的 发 现 


有 关 趋 化 因子 和 HIV 辅助 受 受 体 的 发 现 故 事 十 分 有 趣 : 它 是 又 一 个 因 几 个 不 同 
础 研究 领域 偶然 发 生 交汇 而 获得 成 果 的 例子 。 

自从 1983 年 发 现 HIV 以 后 ,科学 家 一 直 在 苦 苦 寻找 两 个 看 起 来 似乎 互 不 相干 的 
问题 的 答案 。 第 一 个 问题 是 发 现 免疫 系统 能 产生 茶 些 物 预 抑制 HIV 的 复制 ,第 二 个 
问题 是 涉及 在 参与 HIV 感染 进入 免疫 细胞 的 额外 受 体 或 其 他 机 制 的 鉴定 。 

对 解决 第 一 个 问题 起 重要 作用 的 一 步 发 生 在 1986 年 : 受 美国 国立 过 敏 症 及 传染 
病 研究 所 (the National Institute of Allergy:and Infectious Diseases，NIAID) 资 助 从 事 
免疫 学 基础 研究 的 科学 家 发 现 , 细 胞 毒性 工 淋 巴 细胞 (cytotoxic 工 lymphocyte，CTL) 
可 分 光 特 殊 的 物质 抑制 HIV 在 培养 细胞 中 的 复制 。 与 此 同时 ,他 们 还 发 现 某 些 感染 
HIV 但 很 长 时 间 不 发 病 的 个 体 在 其 在 液 里 伪 有 较 多 的 CTL。 然 而 * 自 此 以 后 差不多 
过 去 了 十 年 , 才 确 定 了 与 抑制 HIV 复制 相关 的 特殊 分 子 。 

1987 年 ,从 事 基 础 免疫 学 研究 的 科学 家 发 现 , 有 一 类 后 来 被 通称 为 趋 化 因 玫 
(chemokine) 的 分 子 家 族 在 激活 免疫 系统 对 感染 做 出 反应 中 起 作用 。 这 些 信号 分 子 将 
自 本 隐 关 丰台 于 加 地 大 属 和 全 到 结 合 位 点 上 ， 激 起 更 多 的 免疫 细胞 到 达 受 感染 的 区 
域 , 抗 击 入 侵 的 微生物 。 

到 了 1995 年 12 月 ; 趋 化 因子 和 HIV 感染 直接 的 关系 才 渐 源 露 出 水 面 。NIH 下 
属 的 国立 肿瘤 研究 所 (National Cancer Institute,NCD 的 科学 家 发 现 ,CTL 能 够 分 让 某 
些 抑制 HIV 活性 的 趋 化 因子 ;有 三 种 特定 的 趋 化 因子 一 RANTES.MIPI - a 和 
MIP1-8B 共 同 抑制 HIV 的 复制 。 夏 久 ,NIAID 的 科学 家 确定 了 共 他 一 些 由 CTL 分 汰 


的 也 参与 抑制 HIV 活性 的 物质 。 


随 着 对 CTL 抑制 JIV 复制 研究 的 不 断 深入 * 共 他 的 一 些 研 究 者 发 现 , 免 疫 细胞 
的 表面 含有 特定 的 受 体 分 子 CD4 欧 许 HIV 的 感染 。 而 在 动物 研究 中 发 现 ,CD4 受 体 
分 子 单独 还 不 够 让 HIV 感染 进入 免疫 细胞 。 

1994 年 ,NIAID 的 研究 人 员 发 明 了 一 种 巧妙 的 检测 方法 ， 可 以 研究 HIV 与 免疫 
细胞 的 融合 。 使 用 这 种 方法 ,直接 导致 了 1996 年 本 月 发 现 HIV 进入 免疫 细胞 还 需要 
第 二 类 受 体 。 研 究 人 员 将 新 发 现 的 受 体 分 子 称 为 融合 素 (fusin), 因为 它 使 得 某 些 
HIV 颗粒 与 免疫 细胞 融合 。 而 对 融合 素 分 子 结构 的 研究 很 快 就 发 现 它 就 是 趋 化 因子 
的 受 体 一 CXCR4。 与 这 类 受 体 结合 的 是 B= 趋 化 因子 , 它 在 以 前 已 被 发 现 有 抑制 
HIV 的 活性 。 

在 发 现 融 合 素 1 个 月 以 后 ,来 自 NIAID 的 研究 者 又 发 现 了 第 二 类 趋 化 因子 的 受 
体 一 一 CCR5 有 是 HIV 感染 宿主 细胞 所 必需 的 ;而 在 这 以 前 ,也 发 现 了 这 一 类 趋 化 因子 


也 能 抑制 HIV 的 活性 。 这 个 新 的 发 现 显示 了 三 类 趋 化 因子 通过 与 HIV 竞争 结合 相 
同 免疫 细胞 受 体 而 抑制 HIV 的 感染 。 

到 此 为 正 , 两 不 问题 可 以 说 都 有 了 答案 ;HIV 要 进入 细胞 ,首先 必须 与 细胞 表面 
的 CD4 受 体 和 一 种 趋 化 因子 受 体 结合 。 如 果 趋 化 因子 受 体 被 趋 化 因子 占据 或 者 本 身 
有 缺陷 ,HIV 就 不 能 附着 在 细胞 的 表面 ,更 不 要 说 是 进入 细胞 繁殖 了 。 为 什么 有 一 些 
人 尽管 频繁 接触 HIV 但 就 是 不 感染 渍 毒 ? 其 根 林 原因 在 于 他 们 的 CCR5 基因 是 突变 
的 ,导致 位 于 免疫 细胞 表面 的 CCR5 缺乏 能 与 HIV 结合 的 功能 位 点 。 


ME 什 


"病毒 核心 颗粒 的 释放 和 逆转 录 反 应 

由 于 病毒 颗粒 本 来 就 带 有 基因 组 复制 所 必需 的 成 分 ,因此 一 且 进 入 宿主 细胞 的 细胞 
质 , 即 被 激活 进行 复制 。 当 HIV 外 被 与 笨 主 细胞 膜 融合 以 后 ,失去 外 被 的 病毒 核心 颗粒 
即 被 释放 到 细胞 质 , 随 后 在 RT 催化 下 ,基因 组 RNA 先 被 逆转 录 成 单 链 cDNA, 再 复制 
成 双 链 DNA。 衣 壳 结 构 有 点 松散 ,因此 宿主 细胞 内 的 dNTP 和 Mg 能够 进入 。 

RT 含有 p51 和 p66 两 个 亚 基 ,分 别 含有 440 和 560 个 氨基 酸 残 基 , 其 中 p51 是 p66 
的 降解 形式 , 少 了 一 段 C 端 序 列 ,在 结构 上 起 稳定 作用 。p66 是 一 种 多 功能 酶 ,具有 两 个 
结构 域 、 三 个 酶 活性 (图 4- 53):(1) 聚合 酶 结构 域 含有 4 个 亚 结构 域 , 形 如 右手 ,构成 
“手指 ”“ 手 掌 ”"“ 拇 指 2? 和 ” 铵 链 ” 状 结构 ,其 中 的 活性 中 心 具 有 依赖 于 RNA 的 DNAP 活 
性 和 依赖 于 DNA 的 DNAP 活性 ,分 别 催化 负 链 DNA 和 正 链 DNA 的 合成 ;(2) 核糖 核 
酸 酶 吾 结构 域 ;其 中 的 活性 中 心 负责 水 解 tRNA 引物 和 基因 组 RNA。 


匀 链 区 核糖 核酸 酶 H 结 构 域 


上 -1 让 用 入- 
SS EN 和 0 铺 本 1 1 
全 党 ns 2 到 
进入 的 dNTI Re: AS 这、 一 
手指 一 )》 ps1 亚 基 


中 
合 4- 53 逆转 录 病 毒 RT 的 三 维 结构 


由 于 RT 无 3 一 外 切 核酸 酶 活性 而 缺乏 校对 能 力 , 因 此 逆转 录 反 应 的 忠实 性 并 不 高 ， 
平均 每 参 和 人 2X10 个 核 背 酸 就 有 一 个 错误 ,这 已 成 为 艾滋 病 病 毒 对 许多 抗 艾滋 病 药 物产 
生 抗 性 的 主要 原因 。 

HIV 的 逆转 录 反 应 由 以 下 几 步 组 成 (图 4-54): 

01) 负 链 DNA 人 台 成 的 启动 

HIV 负 链 合成 的 引物 是 来 自 宿 主 细胞 的 tRNA , 它 结合 在 基因 组 RNA 的 PBS 上 ， 
呈 部 分 解 链 状态 ,有 18 nt 与 PBS 上 的 序列 配对 充当 引物 。 合 成 从 tRNA 的 3 一 端 开 
始 ,一 直 持 续 到 基因 组 RNA 的 5 - 端 , 产 物 称 为 负 链 强 终止 DNA(Cminus-strand strong 
stop DNA, 一 sssDNA) 。 由 于 PBS 紧 靠 基因 组 RNA 的 5 - 端 , 所 以 一 sssSDNA 并 不 长 ， 
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长 度 在 100 nt 一 150 nt 之 间 。 
(2) 一 SSSDNA 的 链 跳 牙 


一 SSSDNA 发 生 第 一 次 跳跃 ,以 便 能 与 基因 组 RNA 的 3 - 端 互补 配对 ,但 在 跳跃 之 
前 ,在 RT 的 核糖 核酸 酶 H 活性 催化 下 ,与 一 sssDNA 互补 配对 的 RNA 模板 被 降解 , 因 
为 当 RNA 模板 被 降解 以 后 ,一 sssDNA 就 可 以 和 RNA 基因 组 3- 端 上 的 及 互补 配对 。 


(3) 负 链 DNA 的 再 合成 


一 旦 一 sssSDNA 跳跃 转移 到 基因 组 RNA 3 - 端 , 负 链 DNA 就 继续 合成 。 与 此 同时 ， 
RT 的 核糖 核酸 酶 吾 活性 水 解 模板 链 ,但 由 于 RNA 基因 组 上 的 PPT 序列 对 核糖 核酸 酶 


H 的 作用 不 大 敏感 ,因而 会 留 下 PPT 序列 。 
(4) 正 链 DNA 的 合成 


正 链 DNA 的 合成 以 PPT 序列 为 引物 ,但 在 一 部 分 RNA 序列 被 道 转录 以 后 暂停 ， 
产生 的 DNA 称 为 正 链 强 终止 DNA(plus-strand strong stop DNA, 十 sssSDNA)- 


(5) 十 sssDNA 的 链 跳 牙 


十 sssSDNA 上 的 PBS 序列 与 负 链 DNA 上 的 PBS 互补 序列 退火 ,从 而 实现 了 第 二 次 
链 跳 牙 ,但 在 跳 嫉 之 前 ,需要 RT 的 核糖 核酸 酶 瑞 活性 水 解 tRNA 引物 ,以 暴露 出 互补 


序列 。 
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PBS ” 负 链 延伸 U RuU5Sz 
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| U3 RU5PBS 


人 


一 -一 一 一 一 
U3 RUS PBS | 


U3 RUS 
个 4- 54 逆转 录 病 毒 基因 组 逆转 录 的 详细 过 程 


《6) 正 链 DNA 和 负 链 DNA 互 为 模板 完成 全 长 双 链 DNA 合成 


通过 上 面 的 6 步 反 应 ,基因 组 RNA 被 道 转录 成 两 端 含有 LTR(U3 -R- U5) 序 列 的 
双 链 原 病 毒 DNA, 即 在 原来 基因 组 RNA 的 3 - 端 和 5 - 端 , 分 别 加 上 了 U5 和 U3( 图 
4-55)。 那 为 什么 需要 将 双 链 DNA 两 端 转变 成 LTR 呢 ? 原因 在 于 ,控制 着 转 录 病 毒 基 
因 转录 的 启动 子 和 增强 子 序列 均 位 于 U3。5'- 端 只 有 加 上 了 U3 ,将 来 才 可 能 与 宿主 细 
胞 RNA 聚合 酶 I 一 起 ,催化 全 长 mRNA 的 合成 ,再 经 过 后 加 工 得 到 完整 的 基因 组 
RNA。 和 否则 ,无 法 拷贝 转录 起 始点 上 游 的 序列 , 以 致 得 不 到 完整 的 基因 组 RNA 


(图 4-56)。 
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基因 组 RNA 
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4-55 逆转 录 病 毒 基 因 组 的 逆转 录 与 两 端 LTR 的 形成 


R US 病毒 基因 组 RNA U3 R 
逆转 录 酶 
U3  R 05 U3  R Us 
TR 
有 Re 四 
RNA 聚 合 酶 I 


1 转录 起 点 


| 


人 和食 4-56 LTR 对 维持 逆转 录 病 毒 基因 组 RNA 完整 性 的 重要 性 


3. 原 渍 毒 DNA 从 细胞 质 进 入 细胞 核 

原 病 毒 DNA 并 不 能 单独 进入 细胞 核 , 它 先 需 要 与 VPR .MA 和 IN 三 种 病毒 蛋白 一 
起 组 装 成 核 蛋白 的 形式 ,然后 在 IN 上 的 细胞 核定 位 信号 CNLS) 的 指导 下 ,通过 核 孔 复合 
物 进入 细胞 核 ( 图 4- 57)( 人 参看 第 十 章 蛋白 质 的 翻译 后 加 工 、 分 拣 . 定 向 和 水 解 ) 。 


长 CR5 ” 核 孔 复合 物  A 二 
PS 


人 
本 本 


舍 4-57 原 病毒 DNA 进入 细胞 核 的 机 理 


经 RT 的 两 次 催化 ,最 后 得 到 的 HIV 的 双 链 DNA 在 两 端 含有 4 bp 一 6 bp 的 反 向 重 
复 序列 ,它们 是 AATG……CATT。IN 在 衣 壳 的 核心 结合 在 两 端的 序列 上 ,2 个 亚 基 结 
合 一 端 。 然 后 通过 和 蛋白质- 蛋白 质 的 相互 作用 ,将 两 端 拉 在 一 起 成 环 , 但 并 没有 形成 共 价 
键 。 这 样 的 复合 体 结构 称 为 整合 体 (intasome) 。 
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1， 原 病毒 DNA 的 整合 
在 原 病 毒 DNA 进入 细胞 核 以 后 , 即 可 随机 整合 到 宿主 细胞 染色 体 DNA 上 无 核 小 
体 的 区 域 , 成 为 受 感 染 细 胞 的 永久 性 遗传 物质 。 


PoOL/ 


E1TY 


原 病 毒 双 链 DNA 
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(CTTAATEAC 

U3 R U5 U3R U5 

整合 酶 交错 切 开 线形 病毒 
DNA. 去 除 3 一 端 两 个 核 苷 酸 
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U3RU5 808 Pol CI1T' URU5 机 3 
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3 / 中 RU5 848 Pol ea 而 运 二 了 
宿主 细胞 DNA 短 性 合 的 原 病 毒 
的 直接 重复 序列 


售 4-58 原 病毒 DNA 的 整合 


具体 的 整合 过 程 是 (图 4- 58):(1) 在 原 病毒 DNA 距离 两 端 LTR3 - 端 2 nt 的 位 置 ， 
整合 酶 切 开 LTR 产生 隐 缩 的 3 - 端 , 同 时 在 宿主 细胞 的 DNA 上 交错 切 开 ;(2) 再 在 整合 
酶 催化 下 , 原 病毒 DNA 隐 缩 的 3 一 端 和 宿主 细胞 DNA 突出 前 5 上 端 进行 连接 ;(3) 宿主 
细胞 内 的 DNA 修复 系统 将 连接 处 的 空缺 填补 ,完成 整合 过 程 。 

5， 原 病毒 DNA 的 基因 表达 

原 病 毒 DNA 在 整合 到 宿主 细胞 核 DNA 以 后 , 既 可 以 作为 复制 的 模板 而 随 着 宿主 
染色 体 DNA 的 复制 而 复制 ,也 可 以 作为 转录 的 模板 进行 特异 性 的 转录 ,以 产生 新 的 病毒 
基因 组 RNA 和 翻译 的 模板 。HIV 的 转录 是 在 宿主 细胞 的 RNA 聚合 酶 开 催化 下 完成 
的 ,其 全 长 初级 转录 物 的 长 度 为 9 kb。 

像 宿 主 细胞 的 mRNA 前 体 一 样 ,逆转 录 病 毒 的 转录 物 也 经 历 复杂 的 后 加 工 反应 ( 参 
看 第 八 章 转录 后 加 工 ) ,包括 戴 帽 .加 尾 和 剪接 。 但 剪接 并 不 总 是 发 生 的 。 如 果 不 发 生 
剪接 , 则 得 到 全 长 的 基因 组 RNA, 否则 得 到 短 于 基因 组 的 RNA。 无 论 前 接 过 的 还 是 非 
剪接 过 的 mRNA ,在 被 运输 到 细胞 质 后 都 可 以 作为 模板 进行 翻译 。 全 长 的 基因 组 RNA 
在 被 运输 到 细胞 质 以 后 , 既 可 以 被 翻译 成 多 聚 GAG 和 多 聚 GAG - POL, 也 可 以 被 包装 
到 新 的 病毒 颗粒 之 中 。 多 聚 GAG 和 多 聚 GAG - POL 在 病毒 组 装 过 程 中 ,被 多 聚 


GAG- POL 上 的 蛋白 酶 结构 域 切割 成 各 种 蛋白 质 单 体 , 如 MA、.CA\NC IN、RT 和 和 蛋白 
酶 (图 4-59)。 

一 种 剪接 过 的 含有 ezo 基因 的 mRNA 被 翻译 成 gp160。gp160 在 翻译 中 进入 内 质 网 
进行 糖 基 化 修饰 ,再 转移 到 高 尔 基 体 被 宿主 细胞 的 蛋白 酶 切割 成 gp120 和 gp41。 
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ESEEEEEE ENV 
价 4-59 GAG.GAG- POL 和 ENTV 的 形成 


6， 新 病毒 颗粒 的 装配 和 释放 

随 着 越 来 越 多 的 病毒 所 必需 的 蛋白 质 得 以 合成 ,以 及 全 长 的 基因 组 RNA 在 Rev 和 蛋 
白 的 帮助 下 被 运输 出 细胞 核 ,新 病毒 颗粒 开始 进行 装配 。 

首先 ,GAG 与 GAG - POL 的 内 部 核心 自发 装配 成 “颗粒 ”; 随后 ,两 个 拷贝 的 长 达 
9 kb 的 基因 组 RNA 随 着 GAG 之 中 的 NC 部 分 ,与 病毒 RNA 上 的 包装 序列 ( 亚 序 列 ) 结 
合 进入 颗粒 之 中 。GAG 和 GAG - POL 上 的 Myr - MA 指导 复合 物 一 起 ,到 达 插 有 
gpl20- gp41 的 宿主 细胞 膜 附 近 。 颗 粒 与 内 部 的 gp41 结构 域 结合 ,并 开始 出 芽 。 在 出 芽 
期 间或 出 芽 以 后 ,GAG 和 GAG - POL 被 病毒 的 和 蛋白酶 切割 成 各 种 单 体 ,其 中 IN、RT 和 
和 蛋白酶 与 基因 组 RNA 相连 ,其 他 结构 蛋白 构成 衣 壳 包 囊 基因 组 RNA。 在 出 芽 过 程 中 ， 
含有 gpl120 - gp41 的 细胞 膜 包 被 在 病毒 颗粒 的 最 外 面 。 在 颗粒 释放 以 后 ,GAG 和 
GAG- POL 继续 切割 。 病 毒 蛋 白 酶 虽然 不 是 病毒 装配 所 必需 的 ,但 却 是 病毒 颗粒 成 熟 
和 获得 感染 性 所 必需 的 。 

(三 ) 艾滋 病 的 治疗 

在 对 HIV 各 阶段 生活 史 有 所 了 解 的 基础 上 ,可 有 针对 性 地 筛选 到 特定 的 药物 , 阻 断 
特定 阶段 的 反应 ,从 而 达到 治疗 艾滋 病 的 目的 。 目 前 治疗 艾滋 病 的 药物 主要 是 HIV 逆 
转录 酶 和 蛋白酶 的 特异 性 抑制 剂 。 

例如 ,和 琶 氮 胸 苷 (AZT) 在 细胞 内 通过 模拟 胸 苷 起 作用 , 受 胸 苷 激酶 的 催化 ,可 转变 为 
AZTMP, 并 进一步 转变 为 AZTTP。AZTTP 可 作为 HIV 的 道 转录 酶 的 底 物 ,在 参 人 到 
HIV-DNA 上 以 后 因 缺 乏 3- OH 而 导致 着 转录 反应 的 未 端 终 止 。 然 而 ,高 水 平 的 AZT 
对 健康 的 细胞 是 有 毒 的 。 一 种 可 能 的 机 制 是 AZT 与 细胞 内 的 脱氧 胸 苷 竞争 胸 苷 激酶 ， 
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CEIE) 你 知道 谁 发 明了 治 
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致使 细胞 内 的 脱氧 胸 苷 酸 缺 乏 。 此 外 ,高 水 平 的 AZTTP(>1 mmolL) 可 充当 人 体 细 胞 
内 的 DNAP 的 底 物 ,从 而 影响 到 人 体 细 胞 的 DNA 复制 。 幸 好 ,AZT 对 HIV 逆转 录 酶 的 
亲 和 性 是 其 与 人 细胞 DNAP 亲 和 性 的 100 多 倍 , 因 此 只 要 剂量 控制 得 好 ,可 将 其 对 宿主 
细胞 的 伤害 降 到 最 低 。 不 过 ,线粒体 内 的 DNAPY 对 AZTTP 似乎 更 加 敏感 ,这 可 以 导致 
严重 依赖 线粒体 进行 有 氧 代 谢 的 细胞 (如 骨 歼 肌 , 心 肌 和 肝 细 胞 等 ) 的 功能 异常 。 

再 如 , 沙 奎 那 韦 (saquinavir) 和 利 托 那 韦 (Critonavir) 是 HIV 蛋白 酶 的 抑制 剂 ,它们 的 
作用 在 于 阻止 病毒 衣 壳 蛋白 等 的 成 熟 , 从 而 阻止 新 病毒 颗粒 的 包装 。 在 临床 上 ,将 几 种 
抗 逆转 录 酶 药物 与 抗 蛋白 酶 药物 联合 使 用 ,可 大 大 地 提高 疗效 ,这 种 方法 又 俗称 为 " 鸡 尾 
酒 ? 疗 法 (cocktail therapy) 。 


二 、 其 他 的 逆转 录 反 应 


(一 ) 逆转 座 子 

逆转 座 子 属于 通过 RNA 中 间 物 进行 转 位 的 转 座 子 元 件 ,分 为 两 类 :一 类 在 闭 转 录 过 
程 中 不 会 形成 LTR 序列 , 另 一 类 与 逆转 录 病 毒 一 样 会 在 最 后 的 双 链 DNA 上 形成 LTR 
序列 ,其 逆转 录 过 程 和 随后 的 整合 过 程 与 逆转 录 病 毒 极 为 相似 ,但 是 由 于 其 内 部 缺乏 ezv 
基因 ,因此 不 会 形成 具有 感染 性 的 病毒 样 颗粒 (参看 第 六 章 DNA 重组 ) 。 

(二 ) 逆转 录 质 粒 (retroplasmid) 与 逆转 录 内 含 子 ( retrointron) 

绝 大 多 数 逆转 录 元 件 位 于 宿主 细胞 的 细胞 质 和 细胞 核 , 但 有 的 却 奇 怪 地 出 现在 细胞 
器 之 中 。 这 些 奇异 的 逆转 录 元 件 已 从 一 种 真菌 CN. crassa) 的 某 些 菌株 中 分 离 到 ,包括 
Mauriceville 质粒 和 Varkud 质粒 ,它们 独立 于 mtDNA 的 复制 。 序 列 分 析 表 明 ,它们 含有 
单一 的 ORF ,编码 RT, 可 转录 出 与 DNA 一 样 长 的 转录 物 。 在 转录 物 的 未 端 ,形成 一 种 类 
似 tRNA 的 结构 ,作为 RT 的 识别 模 体 。 在 转录 物 与 RT 装配 成 特定 的 结构 以 后 ,进行 道 转 
录 反 应 ,形成 全 长 的 线性 DNA, 最 后 发 生 环 化 。 令 人 惊奇 的 是 ,Mauriceville 质粒 编码 的 RT 
对 引物 没有 绝对 的 需求 ,而 且 , 此 酶 在 体外 可 使 用 非 互 补 的 核酸 启动 负 链 DNA 的 合成 。 

某 些 真菌 线粒体 第 二 类 内 含 子 和 一 些 来 自 细菌 的 第 二 类 内 含 子 ,含有 长 的 ORF , 编 
码 的 产物 与 RT 有 高 度 的 同 源 性 。 例 如 ,有 一 种 酵母 的 线粒体 具有 RT 活性 的 多 肽 ,由 其 
细胞 色素 氧化 酶 的 亚 基 工 (COX1) 的 第 二 个 内 含 子 编码 ,该 RT 优先 使 用 含有 内 含 子 的 
RNA 转录 物 作 为 模板 进行 道 转录。 这 些 编 码 RT 的 内 含 子 称 为 逆转 录 内 含 子 。 

(三 ) 逆转 子 

逆转 录 也 发 现在 粘 球 菌 (Myxococcus) 大肠 杆菌 和 一 些 革 兰 氏 阳性 杆菌 (如 根瘤 菌 ) 
之 中 。 这 些 细菌 体内 存在 一 种 奇怪 的 称 为 msDNA 的 核酸 。 该 核酸 是 通过 特殊 的 逆转 
录 反 应 形成 的 。 

msDNA 由 1 个 RNA 分 子 和 1 个 DNA 分 子 通过 2-5 磷酸 二 酯 键 相连 , 两 者 由 同一 段 
基因 组 DNA 编码 ,在 编码 它们 序列 的 下 游 是 1 个 RT 的 ORF, 编 码 合成 msDNA 所 需要 的 
逆转 录 酶 。 这 种 含有 足够 的 遗传 信息 以 合成 msDNA 的 DNA 单位 称 为 逆转 子 (retron) 。 

msDNA 的 合成 过 程 是 :在 宿主 RNA 聚合 酶 的 催化 下 ,长 的 msRNA 前 体 首先 转录 ， 
然后 被 宿主 细胞 内 的 酶 加 工 成 较 短 的 形式 , 即 msRNA。 后 者 能 够 折 丢 成 被 RT 识别 的 
构象 。msRNA 既 可 以 作为 模板 ,又 可 以 作为 引物 。 试 问 :作为 引物 的 是 其 内 部 的 一 个 鸟 
苷 酸 残 基 上 的 2- OH。 于 是 , 闭 转 录 形 成 的 DNA 序列 与 RNA 模板 通过 2- 5 磷酸 二 酯 
键 相 连 。 有 人 在 体外 使 用 纯化 的 RT 和 msRNA 可 合成 得 到 msDNA( 图 4-60)。 

关于 msDNA 的 确切 功能 目前 还 不 十 分 明确 。 有 证 据 表 明 , 它 能 提高 宿主 细胞 基因 
组 DNA 突变 的 几率 ,因为 如 果 提 高 在 DNA 葵 上 含有 错 配 碱 基 对 的 msDNA 的 表达 水 
平 , 就 会 产生 明显 的 诱 变 效应 。 但 荃 上 无 错 配 碱 基 对 的 msDNA 表达 水 平 再 高 ,也 无 诱 
变 效 应 。 另 外 , 转 染 多 个 在 msDNA 的 DNA 茎 上 有 错 配 碱 基 对 的 逆转 子 所 诱发 的 突变 
率 ,与 错 配 修复 有 缺陷 造成 的 突变 率 相当 ,而 提高 一 种 参与 错 配 修复 的 蛋白 质 一 一 MutS 
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鸽 4-60 msDNA 的 形成 


蛋白 的 量 可 校正 逆转 子 诱 发 的 突变 效应 。 增 强 含 有 错 配 碱 基 对 的 msDNA 的 表达 之 所 
以 能 导致 宿主 细胞 基因 组 DNA 的 突变 率 , 可 能 是 因为 参与 错 配 修复 的 蛋白 质 被 吸引 到 
含有 错 配 的 msDNA 分 子 上 进行 修复 ,致使 原本 用 于 修复 基因 组 DNA 上 错 配 碱 基 对 的 
相应 蛋白 质 的 量 降 低 。 

(四 ) 某 些 DNA 病毒 生活 史 中 的 逆转 录 现 象 

逆转 录 现 象 绝 不 是 RNA 病毒 的 “专利 ", 某 些 DNA 病毒 ,例如 花椰菜 镰 舱 病毒 
(CCaauli lorwer maosaic wirus，CaMV)、 乙 型 肝炎 病毒 CHepaiitis B uruws，HBV) 和 其 他 一 
些 嗜 肝 DNA 病毒 CHezpadxna virws) ,虽然 遗传 物质 是 DNA, 但 其 生活 史 中 也 有 从 RNA 
到 DNA 的 闭 转 录 过 程 。 这 些 DNA 病毒 称 为 泛 首 转录 病毒 (pararetroviruses) 。 

以 HBV 为 例 ( 图 4-61), 它 的 基因 组 DNA 的 扩 增 必须 通过 RNA. 中 间 物 , 即 必须 经 
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历 逆转 录 。HBV 逆转 录 过 程 有 一 个 不 同 寻常 的 性 质 ,就 是 其 负 链 DNA 合成 的 引物 是 
RT 本 身 的 一 个 位 于 N 端的 Tyr 残 基 的 产 基 ,而 不 是 核酸 分 子 。 现 在 某 些 治疗 乙肝 的 药 
物 在 体内 作用 对 象 就 是 HBV 编码 的 RT, 如 阿 德 福 韦 (adefovir) 。 

CaMYV 的 生活 史 与 HBV 相似 ,但 其 道 转录 过 程 中 负 链 DNA 的 合成 以 宿主 细胞 的 
tRNA WE 光 。 


科学 故事 一 DNA 夺 保 留 复制 的 实验 证 明 


1953 年 4 月 25 日 ,Watson 和 Crick 在 Nature 和 时 代 意 义 的 题 为 
“Molecular structure of Nucleic Acids” 论 文 , 这 篇 论文 最 后 一 段 这 样 写 道 , “It has 
not escaped our notice that the specific pairing we have postulated immediately 
suggests a possible copying mechamnism for the genetic material，The structure itself 

suggested that each strand could separate and act as a template for a new strand， 

therefore doubling the amotunt of DNA，yet keeping genetic information，in the 
form of the original sequence，intact. ”翻译 成 中 文 的 意思 是 :特定 的 碱 基 配 对 性 质 
让 我 们 立刻 注意 到 遗传 物质 可 能 的 复制 机 制 。 结 构 ( 关 训 的 本 身 意 味 着 每 一 条 
链 可 以 分 离开 来 ,作为 新 链 的 模板 ,于 是 DNA 的 量 加 们 了 ,而 且 保 证 了 遗传 物质 以 
原来 原封 不 动 的 序列 形式 存在 "在 文中 ,他 们 虽然 对 DNA 复制 具体 的 机 制 并 没有 
提 及 ,但 已 经 就 DNA 复制 可 能 采取 的 是 一 种 半 保 留 方式 做 了 大 胆 的 预测 。 然 而 , 细 
胞 内 DNA 复制 是 不 是 就 是 以 这 种 方式 进行 的 , 光 赁 预测 是 不 够 的 ,还 必须 用 实验 去 
验证 。 由 Meselson 和 Stahl( 图 4-62) 设 计 的 被 誉 为 生物 学 最 美丽 的 实验 (the most 
beautiful experiment in Biology) 最 终 证 明了 Watson 和 Crick 预测 的 正确 性 


个 : 62 ”Meselson( 左 ) 与 Staih 在 42 年 以 后 在 最 初 他 们 相遇 的 一 棵 树 下 重逢 时 的 合影 


1953 年 ,Meselson 在 加 州 理 工学 院 (CCaltech) 开 始 了 以 化 学 为 专业 的 研究 生 阶 
段 的 学 习 。 他 进 了 Pauling 的 实验 室 , 最 终 完成 了 其 博士 论文 第 二 个 阶段 关于 N， 
N- 二 甲 基 丙 二 栈 胺 (IN,N=- dimethyl malonamide) 晶 体 结构 的 工作 。 这 部 分 工作 的 
重点 是 确定 这 个 分 子 中 含有 的 肽 键 是 不 是 共 平面 的 , 即 是 否 与 Pauling 的 共振 理论 
相符 。 与 他 的 博士 论文 第 一 个 部 分 , 即 关 于 大 分 子 的 密度 梯度 平衡 沉降 技术 在 
DNA 研究 上 的 应 用 相 比 ,这 一 部 分 鲜 为 人 知 。 身 为 Pauling 的 弟子 ,在 听 过 Pauling 
开设 的 有 关 化 学 键 的 课程 以 后 ,他 对 当 于 被 其 同位 素 氛 (HH) 取 代 以 后 氢 键 的 相对 
强度 产生 了 兴趣 。 就 在 他 对 氛 参 入 到 生物 分 子 以 后 ,生物 体 如 何 能 够 生存 下 来 的 问 
题 发 生 兴 趣 的 时 刻 ,Meselson 正好 去 听 了 Jacques Monod 在 Caltech 作 的 有 关 细 菌 


诱导 酶 合成 的 学 术 报 告 。Meselson 推测 ,如 果 细 菌 能 在 重水 里 培养 ,然后 被 转移 到 
一 般 的 水 里 继续 培养 , 则 一 旦 加 入 诱导 物 , 则 任何 新 合成 的 蛋白 质 就 应 该 具有 正常 
的 密度 ,与 原来 老 的 蛋白 质 的 密度 是 有 差别 的 ,利用 密度 差异 可 以 将 “ 老 ” 的 蛋白 质 
和 新 合成 的 蛋白 质 分 开 。 事 实 上 ,如 果 在 一 个 具有 中 间 密 度 的 溶液 中 离心 ， 老 ”的 
蛋白 质 可 能 沉降 下 来 ,而 新 合成 的 蛋白 应 该 悬浮 在 上 面 。 

不 久 , 他 开始 将 注意 力 转移 到 DNA 复制 的 问题 。 在 与 Max Delbriick 对 DNA 
双 螺 旋 结 构 以 及 可 能 的 复制 方式 进行 了 一 番 热 烈 的 讨论 以 后 ,他 突然 想到 相同 的 方 
法 也 许可 以 用 来 研究 DNA 复制 。 于 是 ,他 决定 投入 精力 去 确定 DNA 复制 是 否 就 是 
按照 Watson 和 Crick 预测 的 半 保 留 方式 进行 的 。 与 此 决定 无 关 的 一 件 事 也 许 对 其 
最 后 的 成 功 带 来 决定 性 的 影响 :1954 年 的 夏天 ,Meselson 去 马里 兰州 位 于 Woods 
Hole 的 海洋 生物 实验 室 ,协助 Watson 进行 一 些 滴定 实验 ,以 获得 RNA 双 螺 旋 结 构 
的 证 据 。 葬 合 的 是 ,来 自 Rochester 大 学 的 Frank Stahl 博士 也 在 Woods Hole 修 生 
理学 课程 。 一 天 正当 StahlL 在 树 下 思考 噬菌体 遗传 性 的 一 个 问题 的 时 候 , 他 们 相遇 
了 ,并 从 此 成 了 朋友 和 学 术 伙 伴 。 就 在 Meselson 对 叭 菌 体 遗传 学 还 似 懂 非 懂 的 时 
候 , 他 在 微 积分 上 的 专长 帮助 Stahl 解决 了 问题 。 于 是 ,他 们 变 得 更 加 熟悉 了 ,不 久 
Meselson 提出 了 利用 Stahl 在 研究 噬菌体 DNA 上 的 特长 ,使 用 噬菌体 DNA 来 合作 
研究 DNA 复制 的 可 能 性 。 他 还 提出 了 使 用 所 来 重 标记 DNA 的 设想 ,以 此 用 密度 梯 
度 离 心 来 分 离 重 的 DNA 和 轻 的 DNA。 然 而 ,他 们 很 快 就 意识 到 使 用 噬菌体 DNA 
进行 实验 带 来 的 复杂 性 问题 ,因为 噬菌体 DNA 之 间 存 在 高 频 的 重组 事件 ,由 此 引起 
亲 代 和 子 代 DNA 片段 的 交换 是 可 以 预见 的 ,这 势必 会 影响 到 结果 的 分 析 。 幸 运 的 
是 ,Stahl 已 经 打算 去 Caltech 做 博士 后 研究 ,以 方便 以 后 的 讨论 和 合作 。 既 然 噬 菌 
体 行 不 通 , 较 为 简单 的 单 细 胞 系统 一 一 已 coli 也 许 是 一 个 不 错 的 选择 。 后 来 ， 
Meselson 想 知 道 更 多 有 关 DNA 合成 前 体 分 子 性 质 的 知识 ,在 文献 调研 中 ,得 知 胸腺 
喀 啶 的 类 似 物 一 一 5 -省 尿 喀 啶 (5 - bromouracil, 5 -BrU) 能 够 代替 工 套 入 到 正在 合 
成 的 DNA 分 子 之 中 。5- BrU 相当 于 工 , 除 了 由 Br 原子 代替 喀 喧 环 C5 上 的 甲 基 以 
外 。 了 Br 与 甲 基 具 有 几乎 相同 的 范 德 华 半 径 , 但 由 于 5- BrU 与 工 的 离子 化 程度 不 
同 ,Meselson 想到 也 许可 以 用 5- BrU 标记 DNA, 然 后 利用 电泳 的 方法 将 它 与 含有 
工 的 DNA 分 离开 来 。 特 别 重要 的 是 ,他 特别 想到 含有 5- BrU 的 DNA 要 上 比 含有 工 
的 DNA 重 得 多 ! 于 是 ,他 考虑 使 用 5- BrU 来 重 标 记 DNA 以 验证 DNA 半 保 留 复 
制 的 可 能 性 。 由 于 需要 超 离心 技术 的 关系 ,他 认识 了 Caltech 的 超 离心 技术 奇才 
Jerry Vinograd ,并 学 会 了 如 何 操 作 当 时 最 先进 的 Beckman Spinco 下 型 超 离 心机 。 
在 Vinograd 悉心 指导 下 ,Meselson 开始 尝试 用 7 mol'. L 的 CsClL 重 盐 溶液 来 沉降 
DNA。 使 用 CsCl 的 主意 来 自 他 认为 可 以 将 重 标记 的 DNA 与 轻 DNA 分 开 来 的 设 
想 一 一 重 标记 DNA 沉降 下 来 , 轻 DNA 悬 浮 在 表面 。 然 而 , 令 他 们 惊 话 的 是 ,在 高 速 
离心 场 下 ,一 种 盐 密 度 梯 度 很 快 就 形成 了 , 且 DNA 迁移 到 与 其 等 密度 的 区 域 , 形 成 
很 窒 的 条 带 。 于 是 有 关 密 度 梯 度 离心 的 概念 被 Meselson 提出 来 了 ,相关 的 论文 后 
来 发 表 在 1957 年 5 月 份 的 美国 科学 院 院 刊 上 。 论 文中 的 图 和 理论 计算 实际 上 是 他 
博士 论文 第 一 部 分 的 内 容 。 论 文中 还 记录 了 含有 5- BrU 的 DNA( 在 含有 5 - BrU 
培养 基 中 培养 的 受 T4 噬菌体 感染 已 coli 中 ,得 到 被 5- BrU 标记 的 T4 噬菌体 
DNA) 在 密度 梯度 离心 中 的 沉降 情况 。 结 果 显 示 , 被 5- BrU 标记 的 DNA 条 带 所 处 
位 置 的 密度 是 1. 8 g。cm-3 ,而 含有 工 的 DNA 所 在 位 置 的 密度 是 1.7 g。cm- 3。 虽 
然 文 中 没有 提 到 使 用 这 种 方法 研究 DNA 复制 ,但 用 于 研究 完整 病毒 和 生物 大 分 子 
的 报道 还 是 非常 富有 开创 性 的 。 
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似乎 幸运 之 神 正 在 一 步 一 步 地 将 Meselson 和 Stahl 带 到 研究 DNA 复制 的 里 程 
碑 的 实验 设计 思路 上 去 。 他 们 本 来 想 用 5- BrU 去 重 标记 DNA 的 ,但 后 来 担心 
5- BrU 能 诱发 DNA 突变 而 对 细胞 产生 毒性 ,以 及 能 否 获得 标记 的 均一 性 的 问题 ， 
他 们 决定 使 用 5NH4CI 作为 唯一 入 源 的 合成 培养 基 , 去 培养 正 coli 以 获得 被 5N 标 
记 的 重 DNA。 他 们 首先 将 瑟 colii 放 在 5NH4CI 培养 基 中 连续 培养 十 几 代 ,得 到 了 
几乎 全 被 SN 标记 的 下 coli DNA; 然 后 , 随 着 细菌 的 指数 生长 ,用 10 倍 过 量 的 ! 
NH4 CI 稀释 培养 基 。 期 间 在 不 同 的 时 段 , 将 DNA 从 细菌 中 抽取 出 来 ,并 使 用 CsCl 
密度 梯度 离心 的 方法 进行 分 析 。 

他 们 的 结果 是 ,起 初 完 全 被 EN 标记 的 DNA 具有 单一 的 条 带 ,而 在 4NH4CI 培 
养 基 中 培养 的 第 一 代 细 菌 DNA 的 密度 介 于 EN -DNA 和 2N-DNA 之 间 , 为 杂交 带 
DNACGSNAAN-DNA)。 随 着 杂交 带 的 出 现 , 亲 代 的 条 带 (5SN=DNA) 消 失 了 。 而 在 
第 二 代 细 菌 中 ,得 到 几乎 等 量 的 4N- DNA 和 杂交 带 DNA。 随 着 培养 代数 的 增加 ， 
杂交 带 始终 存在 ,而 且 它 的 量 维持 不 变 , 但 4N- DNA 的 量 越 来 越 多 。 由 此 可 以 得 出 
结论 ,DNA 复制 以 半 保 留 的 方式 进行 。 为 了 进一步 确认 这 一 点 ,Meselson 和 Stahl 
在 密度 梯度 离心 之 前 ,用 热 变性 处 理 (100YC 下 30 分 钟 )CsC] 溶液 中 DNA 样品 , 结 
果 发 现 , 杂 交 DNA 分 成 了 EN-DNA 和 "N-DNA 两 条 带 。 不 久 , 他 们 将 数据 整理 ， 
投 给 了 Proc。 NatL. Acad. Sci. ,很 快 并 得 以 发 表 。 
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PeerePaPPsePsPs 


1. 大 肠 杆 菌 DNAP 焉 全 酶 哪 一 个 亚 基 或 哪 一 种 复合 物 具有 以 下 功能 ? 

(1) 催化 5->3' 聚 合 反应 ; 

(2) 具有 校对 功能 ; 

(3) 两 个 催化 核心 形成 二 聚 体 ; 

(4) 形成 滑动 钳 结构 ; 

(5) 装载 和 外 载 滑动 钳 。 

2. 如 果 你 在 南极 采集 到 一 种 新 的 单 细 胞 真 核 生 物 ,发现 它 具 有 以 下 一 些 有 趣 的 特 
征 :@ 其 线性 的 DNA 缺乏 端 粒 重复 序列 ;@ 端 粒 不 形成 工 - 环 结构 , 但 具有 特殊 的 序 
列 ,与 一 种 蛋白 质 结合 而 受到 保护 ;G@ 这 种 生物 似乎 没有 端 聚 酶 活性 ;四 DNA 复制 使 用 
DNA 引物 代替 RNA 引物 。 试 问 : 

(1) 该 生物 是 如 何 克 服 未 端 复制 的 问题 的 ? 

《2) 在 其 他 生物 中 由 工 环 完成 的 哪 一 项 功能 由 它 的 未 端 结合 蛋白 代替 ? 

3. 一 种 酵母 细胞 的 PCNA 温度 敏感 性 突变 株 在 30 下 培养 ,PCNA 一 切 正常 ;但 
在 37 CC 下 培养 ,PCNA 变 得 不 稳定 ,经 常 打开 它 的 环 结构 ,从 DNA 模板 上 脱落 。 试 问 当 
将 本 来 在 30 下 培养 的 这 种 酵母 突然 放 到 37 下 培养 ,会 对 细胞 的 功能 带 来 什么 
影响 ? 


4. 组 蛋白 是 基因 家 族 的 一 个 很 有 代表 性 的 例子 。 不 论 是 核心 组 蛋白 还 是 Hl 组 蛋 
白 , 在 它们 之 间 都 表现 有 同 源 性 。 而 且 , 复 杂 的 真 核 生 物 在 它们 的 基因 组 上 通常 具有 许 
多 ( 几 十 个 到 几 百 个 ) 有 功能 的 组 蛋白 基因 。 

(1) 试 解释 这 样 的 基因 家 族 形成 的 可 能 机 制 。 

(2) 为 什么 复杂 的 真 核 生 物 需 要 如 此 多 拷贝 的 组 蛋白 基因 ? 

5. 如 果 在 使 用 双 链 DNA 模板 和 随机 引物 延伸 法 制备 放射 性 标记 的 探 针 的 时 候 , 使 
用 大 肠 杆 菌 DNAP 工 全 酶 代替 Klenow 酶 ,你 发 现 绝 大 多 数 放射 性 留 在 没有 参 和 人 的 部 分 ， 
为 什么 ? 

6. 负 超 螺旋 似乎 对 于 原核 和 真 核 生 物 来 说 都 是 极为 重要 的 。 

(1) 为 什么 负 超 螺旋 对 于 细胞 来 说 如 此 重要 ? 

(2) 原核 生物 如 何 形 成 负 超 螺旋 ? 

(3) 真 核 生 物 如 何 形成 负 超 螺旋 ? 

7. 为 了 研究 DNA 复制 ,有 人 得 到 了 大 肠 杆菌 三 种 温度 敏感 型 突变 株 。 这 些 变 体 在 
室温 (22 CC) 下 能 正常 地 复制 DNA; 但 在 37 下 复制 异常 。 试 问 三 种 突变 体 中 各 突变 的 
蛋白 质 是 哪 一 种 ? 它们 在 DNA 复制 中 的 功能 是 什么 ? 

(1) 第 一 种 突变 株 在 37 C 下 能 进行 DNA 复制 ,但 有 一 条 DNA 链 能 复制 得 到 几 百 个 
到 几 千 个 核 苷 酸 长 的 片段 。 进 一 步 研 究 表明 ,突变 的 蛋白 质 需 要 有 NAD+ 才 有 活性 。 

《2) 第 二 种 突变 株 在 37 它 下 几乎 不 能 进行 DNA 复制 。 这 种 突变 株 中 有 缺陷 的 蛋 
白质 的 含量 比 复制 系统 中 其 他 任何 一 种 成 分 都 多 。 在 纯化 到 这 种 蛋白 质 以 后 ,发 现 它 在 
22 CC 下 没有 任何 酶 的 活性 。 

(3) 第 三 种 突变 株 在 37 人 下 很 难 启动 DNA 复制 。 而 启动 的 DNA 合成 不 能 持续 得 
很 长 。 这 种 突变 的 蛋白 质 需 要 NTP 才 有 活性 。 

8. 某 些 病毒 DNA 复制 不 合成 RNA 引物 ,但 需要 一 种 没有 任何 酶 活性 的 蛋白 质 , 你 
认为 这 种 蛋白 质 在 复制 中 起 什么 作用 ? 病毒 不 使 用 RNA 引物 有 什么 好 处 ? 为 什么 细胞 
染色 体 DNA 复制 不 使 用 这 样 的 手段 ? 

9.、 对 于 下 列 每 一 个 基因 的 温度 敏感 型 突变 ,指出 其 在 非 允许 温度 下 对 于 复制 的 影 
响 的 快慢 , 即 属于 慢 终止 型 ,还 是 快 终 止 型 ? 

(1) axzaA (2) dzaaC (3) aaaeG (4) adnaN (5) SS (6) ca 五 

10， 如 果 一 个 普通 的 大 肠 杆 菌 菌株 中 带 有 大 量 拷贝 的 售 有 OriC 的 质粒 ,那么 ,这 些 
额外 的 复制 起 始 区 对 大 肠 杆 菌 染 色 体 DNA 的 复制 带 来 何 种 影响 ?为 什么 ? 


1，http:y/ /en. wikipedia. org/wiki/DNA_replication( 维 基 百 科 中 DNA 复制 内 容 ) 

2.，http://www. wiley. comy college/ pratt/0471393878/ student/ animations/ dna_replicationy 
index. htmlCWiley 数据 库 提供 的 DNA 复制 过 程 的 动画 ) 

3，http://themedicalbiochemistrypage. org/dna. html( 完 全 免费 的 医学 后 物化 学 课 
程 网 站 有 关 DNA 的 内 容 ) 

4.， http://www. hhmi. org/biointeractive/dna/animations. html( 内 有 DNA 复制 、 转 
录 和 翻译 等 过 程 的 动画 ) 

5。http://en. wikipedia. org/wiki/yReverse_transcriptase( 维 基 百 科 有 关 逆 转录 酶 的 
内 容 ) 

6. http://www. web-books. com/MoBio/Free/Ch4J1. htm( 免 费 的 分 子 生 物 学 在 线 
课程 有 关 DNA 损伤 修复 的 内 容 ) 

7，http://www. ncbi. nlm. nih. gov/books/bv. fcgi? call 王 bv. View.. ShowTOC&rid 王 
rv. TOCCNCBI 提供 的 一 部 关于 逆转 录 病 毒 的 在 线 教材 ) 
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8. 


http://en. wikipedia. org/ wiki/HIV( 维 基 百 科 有 关 HIV 的 内 容 ) 
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第 五 章 “DNA 的 损伤 .修复 和 突变 


作为 遗传 物质 的 DNA 在 化 学 结构 上 具有 高 度 的 稳定 性 ,其 稳定 性 高 于 蛋 和 白质 和 
RNA。 然 而 ,这 种 稳定 性 自始至终 地 在 受到 细胞 内 外 环境 中 各 种 因素 的 挑战 ,由 此 导致 
DNA 遭受 各 种 形式 的 损伤 是 常事 。 据 估计 ,一 个 细胞 内 的 DNA 每 天 平均 遭受 约 74 000 
次 以 上 的 损伤 。 笠 好 ,细胞 已 进化 了 多 种 形式 的 修复 机 制 ,使 绝 大 多 数 损伤 能 够 及 时 修 
复 。 即 使 损伤 一 时 难以 修复 ;或 者 一 个 正在 复制 的 DNA 遭遇 到 损伤 ,细胞 也 能 够 通过 跨 
损伤 合成 机 制 ,克服 损伤 对 DNA 复制 造成 的 障碍 ,但 这 种 殉 服 有 可 能 会 付出 突变 的 代 
价 ， 对 于 许多 真 核 生 物 来 说 ,万 一 损伤 过 于 严重 ,细胞 的 凋 亡 机 制 可 被 启动 ,随后 细胞 与 
损伤 的 DNA”* 玉 石 俱 焚 ”, 从 而 防止 了 有 害 的 遗传 信息 传 给 子 代 细 胞 。 总 之 ,DNA 损伤 
并 不 可 怕 , 只 要 能 及 时 得 以 修复 ,但 若 没有 被 修复 ,就 可 能 导致 突变 的 发 生 。 

本 章 将 集中 讨论 DNA 损伤 的 类 型 .导致 损伤 的 各 种 因素 修复 损 伤 的 不 同 机 制 和 损 
伤 不 能 修复 引发 突变 的 原因 以 及 罕 变 的 后 果 。 


第 一 节 DNA 的 损伤 


导致 DNA 损伤 的 因素 很 多 ,由 此 产生 的 损伤 形式 也 很 多 , 现 分 别 加 以 介绍 。 
一 .导致 DNA 损伤 的 因素 


细胞 的 内 在 因素 和 环境 因素 都 有 可 能 导致 DNA 的 损伤 。 属 于 细胞 内 在 因素 的 有 : 
(1) DNA 结构 本 身 的 不 稳定 ;(2)》 DNA 复制 过 程 中 自然 发 生 的 错误 ,主要 是 碱 基 错 配 ， 
(3) 细胞 正常 代谢 产生 的 活性 氧 (reactive oxygen species，ROS) 带 来 的 破坏 作用 。 属 于 
环境 因素 的 有 化 学 性 和 物理 性 的 ,其 中 前 者 包括 各 种 化 学 诱 变 剂 ,有 的 是 天 然 的 ,如 黄 曲 
埋 素 (aflatoxin), 有 的 是 人 造 的 ,如 芥子 气 、 烷 基 化 试剂 和 癌症 化 疗 试 剂 顺 勿 (cis- 
platinum，PtNH.CL ) 等 ,而 物理 因素 包括 紫外 辐射 和 离子 辐射 (ionizing radiation， 


IR ) 等 。 
二 .DNA 损伤 的 类 型 


不 同 的 因素 造成 不 同 的 损伤 。 一 般 根据 受 损 的 部 位 ,DNA 损伤 可 分 为 碱 基 损 伤 和 
DNA 链 的 损伤 (网 5- 1)。 

碱 基 损 伤 有 5 亚 类 :(1) 碱 基 持 失 (base loss) 。 这 是 水 分 子 进攻 DNA 分 子 上 连接 碱 
基 和 核糖 之 间 的 糖苷 键 引起 的 ,以 脱 味 叭 最 为 普遍 。 这 种 损伤 会 随 着 细胞 受热 或 pH 降 
低 而 加 剧 。 来 自 某 些 真菌 的 黄 曲 霉 素 B 能 加 剧 脱 味 叭 反应 ,从 而 导致 痛 症 ;(2) 碱 基 转 
换 。 这 种 损伤 的 原因 是 含有 氨基 的 碱 基 自 发 地 发 生 了 脱 氨基 反应 ,例如 ,A 和 C 经 脱 氮 
基 反 应 分 别 转换 为 [和 TU。 某 些 化 学 试剂 的 作用 可 加 剧 这 种 损伤 ,如 亚 硝酸 ;(3) 碱 基 修 
饰 。 这 是 某 些 化 学 试剂 .生物 试剂 或 ROS 直接 作用 碱 基 造 成 的 。 例 如 , 烷 基 化 试剂 修饰 
岛 味 叭 产生 6 - 烷 基 鸟 味 叭 (O - alkylated guanine),ROS 修饰 鸟 叶 叭 和 胸腺 喀 啶 分 别 产 
生 8- 氧 鸟 味 叭 和 胸腺 吵 啶 乙 二 醇 (thymine glycol) (图 5- 2);(4) 碱 基 交 联 。 紫 外 线 照 
射 可 导致 DNA 链 上 相 邻 的 路 啶 碱 基 ,主要 是 工 之 间 形 成 环 丁 烷 旷 啶 二 聚 体 (cyclobutane 
pyrimidine dimmer，CPD) 或 6-4 光 产物 (6 -4 photoproduct，6 -4 PP)( 图 5-3);(5) 碱 
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全 5-2， 活 性 氧 造 成 的 碱 基 损 伤 


基 错 配 。 引 起 错 配 的 原因 有 DNA 复制 过 程 中 4 种 dNTP 浓 度 的 失调 ,以 及 碱 基 的 互 变 
异 构 ,或 者 碱 基 之 间 的 差别 不 足 使 DNAP 难以 完全 将 它们 区 分 开 来 。 尽 管 绝 大 多 数 错 
配 的 碱 基 能 被 DNAP 的 校对 机 制 得 到 纠正 ,但 仍然 会 有 少数 “漏网 之 鱼 ?残留 下 来 。 
DNA 链 的 损伤 又 分 为 3 亚 类 :(1) 链 的 断裂 ,有 单 链 断 裂 和 双 链 断 链 。 原 因 有 离子 
辐射 ,如 双 射线 和 7Y 射 线 (图 5-4), 以 及 某 些 化 学 试剂 的 作用 ,如 博 来 霉 素 (bleomycin) 。 
链 断 裂 可 谓 最 严重 的 损伤 , 若 DNA 出 现 太 多 的 裂口 (特别 是 双 链 裂口 ) ,往往 难以 修复 ， 
这 会 导致 细胞 的 死亡 。 瘤 症 放疗 的 原理 就 在 于 此 ;(2) DNA 链 的 交 联 。 原 因 主 要 是 一 些 
双 功 能 试剂 的 作用 ,导致 DNA 发 生 链 间 交 联 ,如 顺 铀 和 丝 裂 霉 素 CC(mitomycin C， 
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侠 5-3 紫外 线 引 起 的 两 种 喀 啶 二 聚 体 的 形成 


O 一 H 
日 || 离子 辐射 


DNA 
链 断 裂 


们 5-4 离子 辐射 引起 的 DNA 链 断 列 


MMC);(3) DNA 与 蛋白 质 之 间 的 交 联 。 甲 醛 或 UV 可 诱导 DNA 与 结合 的 蛋白 质 之 间 
形成 共 价 交 联 。 


第 二 节 ”细胞 对 DNA 损伤 做 出 的 反应 


面 对 内 外 环境 各 种 因素 的 作用 ,细胞 内 的 基因 组 DNA 遭 受到 各 种 损伤 是 不 可 避免 
的 。 但 细胞 也 不 会 甘心 被 动 挨打 ,会 做 出 多 种 保护 性 反应 : 既 可 以 动用 各 种 修复 系统 ,将 
损伤 尽 可 能 加 以 修复 ,还 可 以 做 出 其 他 反应 (图 5-5)。 比 如 ,激活 损伤 监察 机 制 , 阻 止 细 
胞 周期 的 前 进 ,为 细胞 争取 修复 的 时 间 , 以 防止 损伤 的 DNA 或 部 分 复制 的 染色 体 传 给 子 
代 细 胞 ;或 者 诱发 转录 水 平 上 的 反应 ,调整 基因 的 转录 样式 ,多 合成 一 些 修复 蛋白 ;而 对 
真 核 生物 来 说 ,可 激活 它们 的 凋 亡 机 制 , 这 是 当 DNA 损伤 过 于 严重 而 难以 修复 的 时 候 ， 


(GE 有 了 两 位 芳名 的 分 子 
生物 学 家 可 能 就 是 因为 难以 
避免 的 原因 而 导致 DNA 损 
伤 引 发 的 癌症 而 英 年 旱 逝 。 
你 知道 他 们 是 谁 吗 ? 


分 子 生物 学 (第 二 版 ) 


攻 基 因 组 中 增加 853 基因 的 


真 核 细胞 使 出 的 最 后 一 招 ,细胞 与 损伤 的 DNA”* 同 归于 尽 ”, 以 彻底 摆脱 受 * 重 伤 ” 的 
DNA。 如 果 细 胞 做 出 的 反应 不 及 时 或 者 不 够 ,可 导致 细胞 的 衰老 和 瘤 变 。 


针 5-s5 哺乳 动物 细胞 对 DNA 损伤 做 出 的 各 种 反应 


从 损伤 发 生 到 最 后 的 反应 出 现 , 前 后 共 经 历 了 DNA 损伤 -损伤 探测 (sensing)-> 信 
号 发 送 (signaling) 一 应 答 (response) 等 四 个 阶段 的 反应 。 损 伤 探 测 由 一 系列 专门 的 损伤 
探测 蛋白 (damage sensor protein) 来 执行 。 

细菌 体内 负责 探测 损伤 的 蛋白 质 主要 是 重组 蛋白 六 (RecaA) , 当 细 菌 基因 组 DNA 受 
到 损伤 并 产生 单 链 区 的 时 候 ,RecA 即 被 激活 。 被 激活 指 RecA 一 方面 可 去 调动 细菌 体 
内 的 重组 修复 系统 , 另 一 方面 可 去 刺激 LexA 蛋白 的 自 水 解 活 性 ,从 而 产生 SOS 反应 ( 见 
本 章 第 三 节 DNA 修复 ) 。 

真 核 细胞 内 参与 探测 损伤 的 蛋白 质 比较 多 ,但 主要 有 ATM 和 ATR。ATM 是 一 种 
Ser/Thr 和 蛋白质 激 酶 , 它 是 在 研究 共 济 失调 微血管 扩张 综合 征 (Ataxia telangiectasia， 
AT) 中 发 现 的 。AT 是 一 种 罕见 的 遗传 性 渐进 性 小 脑 运 动 失调 的 疾病 ,在 一 至 三 岁 之 间 
开始 发 病 ,病人 的 小 脑 会 渐渐 地 遭 到 损害 ,造成 无 法 平衡 和 不 能 协调 。AT 还 会 削弱 免疫 
系统 ,大 幅 增加 年 轻 患 者 得 白血病 和 淋巴 瘤 的 风险 。 病 人 体内 的 此 种 蛋白 质 激 酶 发 生 了 
突变 , 故 命 名 为 AIM (ataxia telangiectasia mutated，AIM)。AIR 也 是 一 种 Ser/Thr 蛋白 
质 激酶 , 因 在 结构 和 功能 上 与 ATM 和 RAD3 相关 而 得 名 (ATM and Rad3-related，ATR ) 。 

在 细胞 内 ,许多 ATM 和 AITR 磷酸 化 的 底 物 是 相同 的 ,但 是 ,它们 负责 探测 不 同性 质 
的 损伤 。AITM 主要 负责 发 现 由 离子 辐射 造成 的 DNA 双 链 断裂 和 染色 质 结 构 的 破坏 ; 
AIR 主要 对 损伤 引起 的 复制 又 暂停 做 出 反应 , 它 在 DNA 双 链 断裂 反应 中 仅 起 补充 作用 。 

这 两 种 激酶 在 探测 到 DNA 损伤 以 后 , 便 起 启 信号 转 导 级 联系 统 (图 5-6), 通 过 激活 
检查 点 激酶 1 和 2(checkpoint kinase 1 and 2，Chkl 和 Chk2) 等 Ser/Thr 蛋白 质 激 酶 , 八 
化 信号 通路 下 游 的 一 些 蛋 白质 发 生 磷 酸化 修饰 ,最 终 导 致 细胞 周期 前 进 受 阻 。 有 一 类 检 
查 点 介 导 蛋白 ,它们 包括 BRCA1、.MDC1 和 53BP1 ,在 将 检查 点 激活 信号 传 给 下 游 成 分 中 
也 起 重要 的 作用 。 

p53 是 一 种 重要 的 下 谤 靶 蛋 白 , 它 是 一 种 抑 癌 基 因 的 产物 ,在 DNA 损伤 反应 中 起 着 
承上启下 的 作用 ,有 人 称 之 为 真 核 细 胞 基因 组 的 保护 神 。 据 估计 ,全 球 大 约 有 1 100 万 肿 
瘤 患 者 含有 失 活 的 编码 p53 的 基因 。 

p53 在 DNA 受到 损伤 的 时 候 被 激活 。 如 果 DNA 损伤 严重 , 它 可 诱导 细胞 凋 亡 ;如 
果 损 伤 不 重 , 它 可 以 作为 转录 因子 ,诱导 周期 蛋白 依赖 性 激酶 (cyclinrdependent kinase， 
CDK) 抑 制 蛋白 p21 的 大 量 表达 。p21 通过 抑制 CDK 的 活性 在 三 个 环节 , 即 G 期 ~S 
期 SS 期 内 和 G* 一 M 期 ,阻止 细胞 周期 的 前 进 。 此 外 ,p53 还 直接 参与 DNA 修复 ,这 是 因 
为 它 能 激活 核 昔 酸 还 原 酶 基因 一 一 p53R 的 表达 ,为 复制 和 修复 提供 脱氧 核 苷 酸 , 而 且 能 
直接 作用 于 AP 内 切 酶 和 参与 修复 的 DNA 聚合 酶 。 


细胞 调 亡 
NBS Hus1 ATRIP 
SMC1 53BP1 H2AX 
hRad7 ec-Abl hRad17 DNA 修 复 
hRad9 ”MDCI1 E2F1 细胞 周期 停 沾 
细胞 调 亡 


FANCD2 -BLM 


信 5-6 损伤 引发 的 细胞 反应 


p53 的 活性 受 MDM2 一 MDM4 蛋白 复合 物 的 调节 ,同时 ,MDM2 基因 表达 受 p53 的 
激活 。 当 细胞 处 于 正常 情况 下 ,这 两 种 蛋白 质 与 p53 结合 ,使 p53 泛 酰 化 ,从 而 导致 其 在 
蛋白 酶 体内 发 生 降解 。 但 细胞 内 的 DNA 受到 损伤 以 后 ,p53 在 Ser15、Thrl8 或 Ser20 上 
的 磷酸 化 促使 它 与 MDM2 解 离 。 在 正常 的 细胞 内 ,p53 的 这 3 个 氨基 酸 残 基 是 去 磷酸 化 
的 ,因而 它 在 细胞 内 的 浓度 很 低 。DNA 的 损伤 激活 包括 ALM 和 ATIR 在 内 的 一 系列 蛋白 
质 激酶 ,它们 可 以 直接 以 p53 为 底 物 ,也 可 以 通过 Chkl 和 Chk2 起 作用 ,从 而 提高 了 p53 浓 
度 。p53 的 浓度 升 高 最 终 激 发 了 细胞 产生 一 系列 反应 。 在 DNA 损伤 被 修复 以 后 ,ATM 和 
ATR 等 蛋白 质 激酶 不 再 有 活性 ,于 是 p53 很 快 被 去 磷酸 化 ,在 ,MDM2 的 作用 下 ,经 过 泛 素 
介 导 的 蛋白 酶 体 水 解 系统 被 降解 。 当 p53 浓度 降低 到 一 定 水 平 , 细 胞 周期 恢复 前 进 。 


Box 5- 工 为 什么 某 些 哺乳 动物 不 得 或 少 得 瘤 症 ? 


同样 是 哺乳 动 息 1 瘤 证 占 人 类 死亡 率 约 23%% ,而 小 .所 和 大 包间 症 占 死亡 率 的 比率 
更 高 ,有 的 品种 可 达 90 折 。 然而 ,有 些 种 类 的 哺乳 动物 似乎 非常 幸运 :它们 很 少 得 癌 
症 , 还 有 一 些 几 乎 不 得 癌症 。 这 是 为 什么 呢 ? 对 此 ,科学 家 一 直 怀 有 浓厚 的 兴趣 ! 因 
为 搞 清 楚 其 中 的 机 制 , 将 有 可 能 使 人 类 可 以 更 好 地 预防 癌症 和 治疗 癌症 。 

以 讶 胡 复 (blind mole rats，BMR) 为 合 , 它 们 是 主要 生活 在 中 东 一 带 的 小 型 地 下 
虽 贞 动 物 , 已 完全 适应 了 地 下 缺 氧 的 生活 ,不 仅 长 寿 ,能 活 到 20 多 岁 ,而 且 不 得 癌症 ， 
不 管 是 在 原生 的 环境 下 ,还 是 在 人 为 强 致 瘤 物 质 闪 在 的 条 件 下 。 

BMR 生活 在 极度 的 缺 氧 条 件 下 ,因此 巴 经 进化 产生 了 对 缺 氧 很 强 的 耐 受 性 。 根 
据 对 几 千 只 圈养 的 BMR 近 四 十 年 的 观察 ,没有 发 现 一 例 得 瘤 。 为 了 炉 清 楚 BMR 的 
抗 癌 机 制 , 由 来 自 以 色 列 和 美国 的 Gorbunova V. 和 Hine C. 等 人 组 成 的 研究 小 组 ,对 
两 种 育 马 鼠 的 成 纤维 细胞 进行 了 体外 培养 研究 ,结果 发 现在 7~20 代 旺 盛 分 裂 以 后 ， 
成 纤维 细胞 开始 分 小 B- 干 扰 素 (IFN -有 B)。 在 3 天 内 ,培养 的 细胞 发 生 大 规模 的 细胞 
坏死 。 这 种 坏死 现象 的 发 生 与 培养 条 件 和 端 粒 缩短 没有 关系 。 但 如 果 使 用 SV40 的 
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大 了 抗原 ,将 p53 和 Rb 这 两 种 抗 瘤 蛋 自 隔 离 以 后 ,可 完全 阻止 细胞 的 坏死 。 这 意味 
着 BMR 可 能 通过 由 p53 和 Rb 介 导 的 以 及 IFEN -8 诱发 的 细胞 坏死 来 抵抗 癌症 的 发 
生 。 他 们 的 研究 成 果 在 2012 年 11 月 发 表 在 Proc，NatL_ Acad. Sci 上。 

动物 在 进化 过 程 中 ,已 经 发 展 了 多 种 机 制 , 以 防止 癌症 的 发 生 。 这 些 机 制 包括 细 
胞 周期 检验 点 的 设置 .DNA 损伤 修复 、 细 胞 凋 亡 和 衰老 ,它们 受到 一 系列 抗 癌 基 因 ( 如 
p53 和 Rb) 构 成 的 网 络 控制 。 不 过 不 同 的 动物 抗 癌 的 适 阅 能力 是 有 差别 的 ,这 就 使 得 
不 同 的 动物 对 癌症 的 易 感 性 不 一 样 。 小 所 一 直 是 癌症 研究 中 的 重要 模式 动物 ,但 小 鼠 
很 容易 串 瘤 ,这 可 能 是 因为 它们 缺乏 有 效 的 抗 瘤 机 制 * 因 此 研究 抗 瘤 本 制 最 好 选择 那 
些 不 容易 生 瘙 的 动物 为 研究 对 象 。 

在 研究 BMR 的 p53 一 级 结构 以 后 ,发 现 与 人 类 p53 不 同 的 是 ,其 174 号 位 为 Lys， 
而 不 是 Arg。 但 这 种 取代 经 常 被 发 现在 人 类 的 许多 肿瘤 细胞 中 。 

已 发 现 ,在 Lys 取 代 Arg 以 后 ,p53 结合 DNA 的 结构 域 会 受到 影响 。 这 种 影响 似 
平 并 不 改变 p53 诱导 细胞 周期 的 停滞 ,但 却 使 pb53 无 法 启动 细胞 凋 亡 ; 这 样 的 p53 可 
能 有 利于 BMR 在 地 下 生存 ,因为 它 可 以 防止 缺 氧 诱导 的 细胞 凋 亡 。 已 有 实验 显示 ， 带 
有 这 种 取代 突变 的 小 所 下 失 了 p53 依赖 性 细胞 凋 亡 的 能 力 , 这 些小 鼠 相 比 于 p53 被 巩 
除 的 小 筷 有 更 长 的 肿瘤 潜伏 期 \ 但 比 野 生 型 更 容易 串 癌 。 对 于 BMR 如 何 从 这 种 取代 
中 获得 超 强 的 抗 瘤 能 力 , 还 需要 做 进一步 研究 。 

与 BMR 相 比 ,体型 庞大 的 大 稍 则 少 得 癌症 * 其 发 生 癌症 的 概率 只 有 .3 吕 。 照 理 
说 ,动物 体型 越 大 ;细胞 数量 越 多 ,大 型 动物 和 长 寿 动 物 的 须 胞 的 分 裂 次 数 应 该 比 小 动 
物 和 寿命 短 的 多 很 多 。 细胞 基因 发 生 突变 和 分 裂 次 数 相关 ， 人 
动物 发 生 癌症 的 概率 应 该 更 大 。 

最 新 发 表 在 JAMA 杂志 和 bioRxiv. org 网 站 上 的 这 两 篇 论文 ,给 这 种 悖 论 提 供 了 
一 种 解释 ,就 是 大 象 基 因 组 拥有 高 达 20 个 拷贝 的 p53 基因 ,而 人 类 和 其 他 哺乳 动物 只 
有 1 个 拷贝 。 因 此 ,大 象 细胞 能 产生 更 多 p53 蛋白 ,大 象 血 细胞 对 辐射 引起 的 DNA 损 
伤 极 其 敏感 。 与 人 类 细胞 相 比 ,大 旬 细 胞 非常 容易 因为 DNA 损伤 启动 凋 亡 程序 。 大 
象 所 以 不 容易 发 生 癌 症 , 可 能 是 因为 大 象 细 胞 更 多 利用 自杀 ,而 不 是 利用 DNA 损伤 修 
复 , 来 维持 组 织 的 健康 状态 。 看 来 自杀 比 勉 强 活 下 来 更 有 利于 整体 健康 。 利 用 取 自 美 
国 圣地 亚 哥 动 物 园 的 非洲 和 亚洲 象 皮肤 细胞 进行 体外 研究 ,也 发 现 了 类 似 现象 。 

英国 癌症 生物 学 家 MEel Greaves 认为 ,yp53 基因 的 拷贝 数 不 可 能 是 唯一 因素 。 大 
象 这 种 大 型 动物 相对 比较 懒惰 ,这 样 造成 代谢 率 和 细胞 分 裂 速率 变 慢 ,这 种 保护 机 制 
并 不 能 解决 所 有 问题 ,如 果 大 和 象 也 有 抽烟 或 不 良 饮食 等 恶劣 生活 习惯 ,是 不 是 也 能 用 
和 锡 瘤 症 的 发 生 。 言 外 之 意 , 人 类 癌症 发 生 的 原因 很 多 ,基因 和 遗传 因素 只 是 一 个 方面 ， 
不 良 的 生活 习惯 和 恶劣 的 生活 环境 ,也 必须 重视 。 


第 五 章 “”DNA 的 损伤 修复 和 突变 


第 三 节 DNA 的 修复 


在 受到 机 体内 外 因素 的 作用 下 ,DNA 与 蛋白 质 或 其 他 生物 大 分 子 一 样 会 经 历 各 式 
各 样 的 损伤 。 然 而 ,与 其 他 生物 大 分 子 不 同 的 是 ,DNA 在 遭受 损伤 以 后 可 以 被 完全 修 
复 ,而 其 他 生物 大 分 子 在 损伤 以 后 要 么 被 取代 ,要 么 被 降解 。 当 然 , 并 非 发 生 在 DNA 分 
子 上 的 所 有 损伤 都 可 以 被 修复 。 如 果 DNA 受到 的 损伤 来 不 及 修复 ,不仅 会 影响 到 DNA 
的 复制 和 转录 ,还 可 能 导致 细胞 的 癌变 或 早衰 甚至 死亡 。 实 际 上 ,一 些 遗 传 性 疾病 是 参 
与 修复 的 某 一 个 基因 缺陷 造成 的 ,更 有 某 些 癌症 的 发 生 是 因为 某 个 修复 基因 发 生 了 突 
变 , 如 直肠 癌 。 当 然 , 并 不 是 任何 一 种 参与 修复 的 基因 只 要 有 缺陷 ,就 会 致 病 ,这 是 因为 
修复 系统 是 宛 余 的 , 即 一 种 损伤 可 以 被 几 种 不 同 的 修复 途径 修复 。 

DNA 受到 损伤 以 后 ,细胞 使 用 的 处 理 方 法 是 尽 可 能 将 其 修复 而 不 是 简单 地 将 其 水 
解 ,主要 有 两 个 原因 :一 是 一 个 细胞 内 的 同一 种 DNA 分 子 不 像 蛋 白质 和 RNA 能 有 多 个 
拷贝 ,如果 将 其 水 解 的 话 , 细 了 胞 世 就 失去 了 存在 的 根基 ;二 是 DNA 的 互补 双 螺 旋 结 构 使 
得 损伤 很 容易 修复 。 正 因为 如 此 ,一 种 生物 体 , 即 使 是 那些 基因 组 甚 小 的 生物 ,也 会 在 修 
复 上 投入 大 量 的 基因 ,一 般 不 少 于 100 个 基因 。。 

尽管 DNA 损伤 的 形式 很 多 ,但 是 细胞 内 存在 十 分 完善 的 修复 系统 。 基 本 上 每 一 种 
损伤 在 细胞 内 都 有 相应 的 修复 系统 ,有 时 还 不 止 一 种 ,可 及 时 将 它们 修复 。 

根据 修复 的 机 理 ,DNA 修复 一 般 可 分 为 直接 修复 (direct repair) 切除 修复 (excision 
repair)\ 双 链 断 裂 修复 (double-strand break repair，DSBR) 、 易 错 修复 (error-prone repair) 
和 重组 修复 (recombination repair) 等 几 类 ,下 面 分 别 给 以 介绍 。 


一 \ 直 接 修复 


直接 修复 是 最 简单 .最 直接 的 修复 方式 。 细 胞 内 绝 大 多 数 修复 系统 使 用 的 策略 是 : 
将 受 损 伤 的 核 苷 酸 连同 周围 的 一 些 正 常 的 核 苷 酸 “ 不 分 青 红 邱 白地 一 起 切除 ,然后 ,以 
另 一 条 互补 链 上 正常 的 核 苷 酸 序列 作为 模板 ,重新 合成 以 取代 原来 异常 的 核 苷 酸 。 然 
而 ,直接 修复 则 不 需要 将 受 损伤 的 核 苷 酸 切除 ,而 是 直接 将 损伤 加 以 送 转 。 能 够 被 这 种 
机 制 修复 的 损伤 有 喀 啶 二 聚 体 .6 - 烷 基 乌 味 吟 和 某 些 链 断 裂 。 

1. 喀 啶 二 聚 体 的 直接 修复 

旷 啶 二 聚 体 是 一 种 极为 常见 的 损伤 , 它 的 出 现 可 导致 DNA 双 螺 旋 发 生 扭曲 ,从 而 影 
响 到 DNA 复制 和 转录 。 例 如 ,细菌 体内 正在 催化 复制 的 DNAP 焉 遇 到 了 模板 链 上 的 喀 
啶 二 聚 体 ,如 果 在 喀 啶 二 聚 体 的 对 面 插入 A, 聚 合 酶 会 将 这 个 以 弱 的 氧 键 相 连 的 A 视 为 
错 配 的 碱 基 而 将 其 切除 ,从 而 导致 聚合 酶 在 这 里 * 庄 足 不 前 ”, 无 法 越过 受 损伤 的 部 位 。 

旷 啶 二 聚 体 这 种 损伤 既 可 以 被 直接 修复 机 制 修复 ,也 可 以 被 切除 修复 机 制 修复 。 

参与 直接 修复 的 酶 是 DNA 光复 活 酶 CDNA photoreactivating enzyme) 或 光 裂 合 酶 
(CDNA photolyase) ,该 酶 是 在 光复 活 (photoreactiration) 现象 被 发 现 不 久 得 以 确定 的 。 
1949 年 ,Kelner A 在 研究 灰色 链 霉菌 (Streptomayces griseus) 的 紫外 诱 变 , 发 现 了 所 谓 的 
光复 活 现象 :足够 的 紫外 辐射 可 将 此 种 真菌 生存 率 下 降 到 10“ ,但 若 在 紫外 辐射 以 后 立 
刻 接触 可 见 光 , 生 存 率 只 降 到 10 。 光 复活 酶 广泛 存在 于 细菌 .许多 古 菌 和 大 多 数 真 核 
生物 ,许多 真 核 生 物 的 线粒体 和 叶绿体 也 有 ,但 不 知 为 何在 胎盘 类 哺乳 动物 却 没 有 这 种 
酶 。 根 据 氨 基 酸 序列 的 相似 性 ,光复 活 酶 可 分 为 两 类 ,一 般 来 自 细菌 的 属于 第 一 类 , 而 来 
自 真 核 生物 和 古 菌 的 属于 第 二 类 。 不 同 的 光复 活 酶 作用 的 特异 性 也 不 尽 相 同 , 有 的 只 作 
用 环 丁 烷 二 聚 体 , 有 的 只 作用 6-4 光 产物 ,少数 都 可 以 。 所 有 的 光复 活 酶 均 属 于 黄 素 蛋 
白 , 含 有 2 个 辅助 因子 :一 个 是 以 半 柄 (semiquinone) 形 式 存在 的 FADH'， ,另外 一 个 是 
甲 川 四 氧 叶酸 (methenyltetrahydrofolate，MTHF) 或 脱 氮 黄 素 (deazaflavin) 。 辅 助 因子 
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的 作用 是 充当 捕 光 色素 ,但 只 有 EADH。 是 酶 催化 所 必需 的 ,第 二 个 辅助 因子 只 是 在 低 光 
条 件 下 能 显著 提高 反应 速率 。 酶 利用 捕 光 色素 捕获 到 的 可 见 光 的 能 量 ,激活 FADH*。 , 然 
后 FADH。 将 高 能 电子 传 给 旷 啶 二 聚 体 , 使 之 直接 修复 。 

光复 活 酶 的 作用 分 为 两 步 :(1) 光复 活 酶 直接 识别 和 结合 位 于 DNA 双 螺 旋 上 的 喀 
啶 二 聚 体 , 使 其 发 生 翻 转 而 落 和 到 酶 的 活性 中 心 。 这 一 步 独立 于 光 ;(2) 酶 的 辅助 因子 
在 吸收 到 光 能 以 后 被 激活 ,通过 FADH 释放 出 的 高 能 电子 将 喀 啶 二 聚 体 之 间 的 共 价 键 
断 开 。 这 一 步 需要 蓝光 或 近 紫 外 光 (300 nm 一 500 nm) 。 一 旦 喀 了 啶 二 聚 体 被 直接 修复 , 光 
复活 酶 就 与 DNA 解 离 (图 5-7. 图 5-8 和 图 5-9)。 


侠 5-8 果 蝇 6-4 光 复活 酶 与 底 物 结合 时 的 三 维 结构 
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尽管 人 类 和 其 他 哺乳 动物 缺乏 有 活性 的 光复 活 酶 ,但 是 在 它们 体内 却 已 发 现 了 光复 
活 酶 的 两 种 同 源 和 蛋白 一 一 隐蔽 色素 (cryptochrome，CRY)1 和 2。CRY1 和 CRY2 也 结合 
有 FAD, 同 时 也 含有 一 个 捕 光 色素 ,但 没有 直接 修复 喀 啶 二 聚 体 的 活性 。 有 证 据 表 明 ， 
它们 的 功能 可 能 是 作为 光 信 号 的 受 体 ,参与 调节 生物 钟 (circadian clock) 相 关 的 过 程 。 

2. 烷 基 化 碱 基 的 直接 修复 

DNA 烷 基 转移 酶 (alkyltransferase) 参 与 烷 基 化 碱 基 的 直接 修复 。 在 大 肠 杆菌 细胞 中 ， 
6 - 烷 基 乌 叶 叭 .4- 烷 基 胸 腺 喀 啶 (O'-alkylated thymine) 和 甲 基 化 的 磷酸 二 酯 键 由 Ada 酶 直 
接 修复 。Ada 酶 又 名 6 - 甲 基 鸟 味 叭 甲 基 转 移 酶 [(Oi-methylguanine methyltransferase， 
MGMT - 工 ) ,是 烷 基 转 移 酶 的 一 种 。 此 酶 既 可 以 转移 碱 基 上 的 烷 基 ,还 可 以 转移 甲 基 化 
磷酸 二 酯 键 上 的 甲 基 。Ada 酶 以 活性 中 心 的 1 个 Cys 残 基 作 为 甲 基 受 体 , 然 而 ,一 旦 它 
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二 得 到 甲 基 ,也 就 失 活 了 ,因此 它 是 一 种 
人 自杀 酶 (suicide enzyme) (图 5-10)。 
总 二 加 柯 训 二 MGMT - 开 是 另外 一 种 烷 基 转 移 酶 , 它 


JI 不 能 转移 甲 基 化 磷酸 二 酯 键 上 的 
甲 基 。 

以 1 个 酶 分 子 作 为 代价 去 修复 1 

6 个 受 损伤 的 碱 基 , 这 在 能 量 学 上 似乎 

让 Cem) 寺 汪 ， 很 不 经 济 ,但 在 动力 学 上 却 是 有 利 的 ， 

玉 人 吉 因为 整个 修复 反应 只 有 一 步 , 可 谓 一 

侠 5-10 烷 基 化 碱 基 的 直接 修复 大 肠 杆菌 在 受到 环境 中 低 浓 度 烷 


基 化 试剂 的 刺激 以 后 ,会 产生 适应 性 

反应 (Cadaptive response) 。 适 应 性 反应 独立 于 SOS 反应 ( 见 后 ) ,涉及 ada、aidB、aRA 和 
aLEB 基因 的 诱导 表达 。aAA 编码 3 - 甲 基 腺 呀 叭 DNA 糖苷 酶 一 一 参与 碱 基 切 除 修复 
( 见 后 ) ,acta 编码 Ada 酶 。 当 Ada 酶 接受 甲 基 以 后 ,虽然 失去 了 活性 ,但 却 转变 成 了 一 种 
刺激 自身 基因 (ada) 和 aid&B、akA 和 akB 基因 表达 的 正 调 节 物 。 于 是 ,失去 的 Ada 酶 又 
能 得 到 及 时 补充 。 在 真 核 生物 体内 , 失 活 的 烷 基 转 移 酶 因 构 象 发 生变 化 ,会 被 泛 素 -蛋白 
酶 体系 统 识 别 ,在 打上 多 聚 泛 酰 化 的 “死亡 标签 ”后 即 被 水 解 掉 。 

人 体内 的 6= 氧 烷 基 乌 野 叭 DNA 
烷 基 转移 酶 (06 (alkylguanine DNA 
alkyltransferase，AGT) 与 DNA 形成 
的 复合 物 的 三 维 结构 已 被 解析 (图 
5-11): 让 人 惊奇 的 是 AGT 与 DNA NA 
的 结合 方式 并 不 多 见 。 它 与 DNA 结 
合 的 模 体 是 螺旋 一 转角 一 螺旋 (helix- 
turmrhelix) ,该 模 体 存在 于 很 多 参与 调 
节 基 因 表 达 的 转录 因子 中 。 然 而 , 绝 
大 多 数 转录 因子 都 在 大 沟 里 识别 并 结 
合 DNA 分 子 上 特殊 的 碱 基 序 列 , AGT 人 

在 = 几 \， 扩 LA -| 

和 ee Re 圈 5-11 人 体内 的 AGT 与 底 物 结合 时 的 三 维 结构 
结合 DNA- 的 时 候 必须 不 能 依赖 特定 的 碱 基 序列 ,这 样 才 能 修复 出 现在 DNA 分 子 任何 
位 置 上 的 6 氧 - 烷 基 马 味 叭 ,而 在 小 沟 里 面 结合 就 可 以 摆脱 对 碱 基 序列 的 依赖 。 

AGT 在 催化 反应 的 时 候 , 通 过 活性 中 心 1 个 高 度 保守 的 立 残 基 的 侧 链 ,迫使 DNA 分 
子 上 磷酸 基 团 发 生 旋转 ,而 磷酸 基 团 的 旋转 则 引起 了 碱 基 的 翻转 ,于 是 烷 基 化 的 鸟 味 叭 便 
进入 活性 中 心 。 与 此 同时 ,HTH 中 的 一 个 R 残 基 刚好 取代 原来 的 鸟 味 叭 填补 其 翻转 后 留 下 
来 的 真空 。 

3.， DNA 链 断 裂 的 直接 修复 

这 种 修复 由 DNA 连接 酶 催化 ,但 裂口 必须 正好 是 DNA 连接 酶 的 底 物 , 即 是 5 -磷酸 
和 3 -OH。 


二 切除 修复 


切除 修复 需要 先 切除 损伤 的 碱 基 或 核 苷 酸 ,然后 ,重新 合成 正常 的 核 苷 酸 ,最 后 ,再 
经 连接 酶 重新 连接 。 前 后 经 历 识 别 (recognize) .切除 (remove) .重新 合成 (re-synthesize) 
和 重新 连接 (re-ligate) 四 大 步 。 
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切除 修复 又 分 为 碱 基 切 除 修复 (base excision repair，BER) 和 核 苷 酸 切 除 修 复 
Cnucleotide excision repair，NER) ,两 者 的 主要 差别 在 于 如 何 识别 损伤 ,前 者 是 直接 识别 
具体 受 损伤 的 碱 基 , 识 别 的 标记 是 受 损伤 碱 基 的 化 学 变化 ,而 后 者 则 是 识别 损伤 对 DNA 
双 螺 旋 结 构造 成 的 扭曲 。NER 中 有 一 亚 类 专门 用 来 修复 DNA 复制 中 产生 的 错 配 碱 基 
对 ,该 机 制 被 称 为 错 配 修复 (mismatch repair，MMR ) 。 

切除 修复 是 各 种 生物 用 来 修复 DNA 损伤 的 主要 机 制 。 因 揭示 DNA 修复 机 制 而 获 
得 2015 年 诺 贝尔 化 学 奖 的 三 位 科学 家 Tomas Lindahl、Aziz Sancar 和 Paul Modrich 研究 
的 都 是 切除 修复 机 制 。 其 中 ,瑞典 的 Lindahl 发 现 了 BER 机 制 , 土 耳 其 的 Sancar 发 现 了 
NER 机 制 ,美国 的 Modrich 发 现 了 MMR 机 制 。 


Box s-2 额外 的 DNA 序列 充当 我 们 基因 组 的 “ 备 胎 ” 


带 一 个 备 胎 轰 车 上 路 是 一 件 很 明智 的 事情 ,说 不 定 途中 遇 到 爆 胎 。 现 在 有 人 在 我 
们 的 基因 组 上 也 发 现 有 备 胎 序列 ,这 种 备 胎 序 列 可 能 有 利于 DNA 可 伤 的 修复 。 根 据 
Aaron M， Fleming 等 人 在 2015 年 8 月 发 表 在 ACS CentralL Science 题 为 "A Role for 
the_ Fifth G-Track in G-Quadruplex Forming Oncogene Promoter Sequences during 
Oxidative Stress: Do These Spare Tires Have an Evolved Function?” 论 文 ,在 我 们 的 基 
因 组 DNA 上 就 有 额外 的 G, 可 能 作为 备 胎 序 列 , 有 助 二 嗓 叭 所 发 生 的 氧化 性 损伤 的 
修复 ,从 而 防止 瘤 连 的 发 生 。 ss 人 


机 体内 正常 代谢 产生 的 ROS 很 容易 导致 岛 嗓 叭 发 生 损 伤 , 变 成 -8= 氧 鸟 嗓 哈 。 如 
果 这 种 损伤 浊 有 被 及 时 修复 ,将 来 在 作为 模板 复制 的 时 候 将 指导 错误 的 碱 基 与 其 配 
对 。 已 发 现在 我 们 的 基因 组 上 ,存在 所 谓 的 G 和 其 内 所 发 
生 的 损伤 灿 体 用 不 一 样 的 机 制 进行 修复 。 

在 搜寻 已 知人 类 原 癌 基因 的 疗 列 时 ,发 现 许 多 原 癌 基因 (czyc、 攻 ras 和 pc =2) 不 
仅 带 有 形成 G 四 联 体 所 必需 的 四 段 连续 的 岛 嗓 叭 序列 ,而 正在 这 四 段 成 囊 的 名 嗓 叭 
序列 的 下 游 还 有 第 五 段 或 者 更 多 的 连续 的 鸟 嗓 叭 序列 。 这 些 人 额外 的 成 串 的 岛 嗓 叭 序 
列 可 能 作为 备 胎 , 在 G 四 联 体内 的 G 发 生 损伤 以 后 ;可 与 其 交换 ， 从 而 让 损伤 的 G 暴 
露出 来 ,方便 修复 系统 对 其 进行 修复 。 

(一 ) BER 

BER 最 初 的 切 点 是 B- N- 糖 昔 键 ,首先 被 切除 的 是 受 损 伤 的 碱 基 , 这 种 机 制 特 别 适 
合 修复 较 轻 的 碱 基 损 伤 ,比如 尿 喀 啶 .次 黄 味 叭 . 烷 基 化 碱 基 、 被 氧化 的 碱 基 和 其 他 一 些 
被 修饰 的 碱 基 等 ,催化 切除 反应 的 酶 是 DNA 糖苷 酶 CDNA-glycosylase) 。 

已 发 现 10 多 种 特异 性 不 同 的 DNA 糖 音 酶 :有 的 特异 性 较 高 ,如 UDG; 有 的 特异 性 
较 广 。 但 所 有 的 DNA 糖苷 酶 一 般 是 沿 着 双 螺 旋 的 小 沟 扫 描 DNA, 直 到 发 现 受 损 伤 的 碱 
基 , 然 后 即 与 DNA 结合 ,并 诱导 DNA 结构 发 生 弯曲 ,以 使 损伤 的 碱 基 发 生 翻 转 , 被 挤 出 双 
螺旋 ,进入 活性 中 心 后 被 切除 (图 5- 12)。 共 有 两 类 DNA 糖苷 酶 ,一 类 只 有 N -糖苷 酶 的 
活性 , 另 一 类 还 带 有 3- AP 裂 合 酶 活性 (3'- AP lyase) ,属于 双 功 能 酶 (图 5- 13)。 几 乎 所 有 
的 DNA 糖苷 酶 只 作用 单个 损伤 碱 基 , 很 少 作用 较 大 的 涉及 几 个 碱 基 的 复合 型 损伤 。 然 而 ， 
T4 只 菌 体 和 黄色 微 球 菌 CMicrococcus Lutiexs ) 编 码 着 一 种 对 喀 啶 二 聚 体 特 异性 的 糖苷 酶 。 
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DNA 分 子 经 DNA 糖苷 酶 作用 ,产生 无 嘎 叭 或 无 喀 喧 位 点 (apurinic/apyridimidic 
site，AP 位 点 ) 。 该 位 点 是 细胞 内 专门 的 AP 内 切 酶 (AP endonuclease) 的 有 效 底 物 。 随 
后 ,BER 可 行 两 条 路 径 : 短 修补 (short-patch) 和 长 修补 (long-patch) (图 5- 14)。 短 修补 
途径 广泛 存在 于 细菌 、 真 核 生物 的 细胞 核 、 线 粒 体 和 叶绿体 之 中 ,长 修补 途径 存在 于 细 
菌 \ 古 菌 和 真 核 生 物 的 细胞 核 ,但 一 般 少见 于 线粒体 和 叶绿体 。 

5 人 3 
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在 短 修补 路 径 中 ,一 般 先 是 AP 裂 合 酶 (AP lyase) 在 AP 位 点 3' 一 侧 , 切 开 DNA 主 
链 上 的 磷酸 二 酯 键 。 在 大 肠 杆 菌 细胞 内 ,行使 这 项 功能 的 是 也 称 为 内 切 酶 由 
Cendonuclease 焉 ) 的 Nth 蛋白 。 此 和 蛋白质 是 一 种 双 功 能 酶 , 兼 有 8 - 氧 鸟 嘎 叭 糖苷 酶 和 
AP 裂 合 酶 的 活性 。 在 哺乳 动物 细胞 内 ,行使 同样 功能 的 是 Nth 和 OGG1 ,两 者 也 是 双 功 
能 酶 。 这 些 酶 在 作用 的 时 候 ,伴随 着 B- 消 除 (B- elimination) 反 应 ,产生 3'- 不 饱和 醛 
(Cunsaturated aldehydes) 和 5 -脱氧 核 昔 酸 。 由 于 3'- 不 饱和 醛 不 是 DNAP 的 引物 ,需要 
AP 内 切 酶 的 脱氧 核糖 磷酸 二 酯 酶 (dRPase) 的 活性 ,来 切除 突出 的 脱氧 核糖 磷酸 产生 
3 一 OH( 图 5-13)。 这 时 会 留 下 1 个 核 苷 酸 的 空隙 ,随后 被 DNAP 填补 ,再 由 连接 酶 颖 
合 。 细 菌 细胞 负责 短 修 补 的 一 般 是 DNAPI[ , 真 核 细胞 核 和 线粒体 负责 短 修补 合成 分 别 
是 DNAPB 和 Y。 有 趣 的 是 ,DNAPB 在 添补 单个 核 苷 酸 缺 口 之 前 ,可 以 直接 去 除 脱氧 核 
糖 磷酸 。 最 后 切口 的 缝合 ,由 DNA 连接 酶 工 或 XRCCI/DNA 连接 酶 焉 复 合 物 催化 。 

在 长 修补 途径 之 中 ,AP 内 切 酶 切口 也 是 紧 靠 AP 位 点 5 一 侧 的 磷酸 二 酯 键 , 产 生 
5 -脱氧 核糖 磷酸 和 3- OH。 但 产生 的 5 -脱氧 核糖 磷酸 并 不 被 除去 ,而 是 由 DNAP( 细 
菌 是 DNAPI , 真 核 细 胞 是 DNAP8 或 e) 在 切口 的 3 一 端 添 加 若干 个 核 苷 酸 (2 nt 一 8 nt)， 
以 取代 带 有 5 -脱氧 核糖 磷酸 的 寡 聚 核 苷 酸 。 随 后 ,被 取代 的 寡 聚 核 苷 酸 形成 单 链 的 必 
式 结构 (the flap structure) ,这 种 结构 被 特定 的 核酸 酶 识别 并 切除 ( 古 菌 和 真 核 细 胞 是 尾 
式 内 切 核酸 酶 FEN1), 外 切 酶 水 解 被 取代 的 守 聚 核 苷 酸 。 最 后 ,在 连接 酶 ( 真 核 细 胞 是 
DNA 连接 酶 工 ) 的 催化 下 缺口 被 疑 合 。 真 核 细胞 和 十 菌 的 长 修补 途径 依赖 于 PCNA, 它 
所 起 的 作用 一 是 将 DNAP8 或 < 装载 到 DNA 上 ,二 是 刺激 FENI1 的 活性 (图 5-15)。 
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山 男 副 司 甬 禹 画面 三 
色 $-15 真 核 细 胞 的 碱 基 切 除 修复 


DNA 分 子 上 的 AP 位 点 也 可 能 是 碱 基 的 自发 脱落 形成 的 ,由 这 种 方式 产生 的 AP 位 
点 直接 由 AP 内 切 酶 启动 修复 过 程 ,省 去 了 DNA 糖苷 酶 。 
(二 ) NER 
NER 要 比 BER 复杂 (特别 是 真 核 细胞 妃 它 主要 用 来 修复 导致 DNA 结构 发 生 扭 曲 
并 影响 到 DNA 复制 的 损伤 ,如 可 造成 DNA 发 生 大 约 30 弯曲 的 喀 啶 二 聚 体 。 此 外 ,大 
概 20% 由 ROS 造成 的 碱 基 氧 化 性 损伤 也 由 它 修 复 。 
NER 的 起 始 切 点 是 损伤 部 位 附近 的 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 , 由 于 NER 识别 损伤 的 机 制 
并 不 是 针对 损伤 本 身 , 而 是 针对 损伤 对 DNA 双 螺 旋 结 构造 成 的 扭曲 , 故 许多 并 不 相同 的 
损伤 却 能 被 相同 的 机 制 和 几乎 同一 套 修复 蛋白 修复 。 
尽管 参与 NER 的 蛋白 质 在 真 核 生物 体内 高 度 保守 ,但 与 细菌 相关 和 蛋白质 的 同 源 性 
很 低 。 然 而 修复 的 整个 过 程 是 相当 保守 的 ,主要 由 5 步 反 应 组 成 :(1) 探测 损伤 一 一 由 特 
殊 的 蛋白 质 完成 ,并 由 此 引发 一 系列 的 蛋白 质 与 受 损伤 DNA 的 有 序 结合 ;(2) 切 开 损伤 
链 一 一 特殊 的 内 切 酶 在 损伤 部 位 的 两 侧切 开 DNA 链 ;(3) 去 除 损伤 一 一 2 个 切口 之 间 带 
有 损伤 的 DNA 片段 被 去 除 ;(4) 填补 缺口 一 一 由 DNAP 完成 ;(5) 缝合 切口 一 一 由 DNA 
NER 还 可 以 进一步 分 为 全 局 性 基 
因 组 NER(Cglobal genome NER，GGR) 
和 转录 偶 联 性 NER (transcriptiom 
coupled NER，TCR) (图 5- 16)。 
GGR 负责 修复 整个 基因 组 的 损伤 , 速 
全 局 性 NER 度 慢 ,效率 低 ; TCR 专门 修复 那些 正 
度 快 ,效率 高 。 两 类 NER 的 主要 差别 
在 于 识别 损伤 的 机 制 ,而 损伤 识别 以 后 发 生 的 修复 反应 几乎 相同 。TCR 由 RNA 聚合 酶 
识别 损伤 , 当 聚 合 酶 转录 到 受 损伤 部 位 而 前 进 受阻 的 时 候 ,TCR 即 被 启动 。TCR 系统 的 
存在 ,使 得 基因 模板 链 上 章 遇 的 损伤 更 容易 得 到 修复 。 
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1. 细菌 的 NER 系统 
首先 以 大 肠 杆菌 为 例 , 介 绍 其 GGR 系统 修复 喀 啶 二 聚 体 的 过 程 。 


检 3- 1 nn 


谤 全 2 7 | 村 


UvaB 损伤 识别 ,具有 ATP 酶 活性 
Uvwc 具有 内 切 核酸 酶 活性 ,在 损伤 的 两 端 先 后 两 次 切 开 DNA 链 
UvrD [型 解 链 酶 ,通过 解 链 去 除 两 切口 之 间 带 有 损伤 的 DNA 片段 
DNAPIVI 填补 空缺 
DNA 连接 酶 缝合 DNA 链 上 的 切口 


重新 合成 , 连接 ia 
售 5-17 大 肠 杆 菌 NER 的 详细 过 程 
大 肠 杆 菌 的 GGR 系统 需要 UvrA、UvrB、UvrC、UvrD.DNAPT7/I 和 连接 酶 等 6 种 


蛋白 质 ( 表 5- 1), 其 中 UvrA、UvrB 和 UvrC 最 为 重要 ,直接 参与 损伤 的 识别 和 切割 , 因 
(RE :和 何 设计 一 个 实 八 此 该 系统 经 常 被 称 为 UvrABC 系统 。 修 复 的 具体 步骤 是 (图 5- 17) 


判断 吾 外 引起 的 喀 二 聚 体 (1) 2 个 UvrA 与 1 个 UvrB 形 成 三 聚 体 (UvrAs UvrB) ,此 过 程 需要 ATP 的 水 解 ; 
api (2) UvrAsUvrB 与 DNA 随机 结合 后 , 受 ATP 水 解 的 驱动 在 基因 组 上 单 向 移 位 ,以 


es 便 对 活 细胞 内 的 碱 基 损伤 进行 实时 监控 。 如 果 损 伤 被 发 现 , UvrA 立刻 解 离 。 留 在 损伤 


处 的 UvrB 通过 上 自 带 的 弱 的 解 链 酶 活性 ,催化 损伤 处 的 DNA 发 生 局 部 的 解 链 ,从 而 与 
DNA 形成 更 稳定 的 预 前 切 复 合 物 (pre-incision complex) ; 

(3) UvrC 被 招募 到 预 剪 切 复 合 物 之 中 ,作为 内 切 酶 先后 两 次 切割 受 损伤 的 DNA。 
先是 在 损伤 的 下 游 , 即 3 一 侧 距 离 损伤 4 一 5 nt 的 位 置 产生 切口 。 后 是 在 损伤 的 上 游 , 即 
5 一 侧 距 离 损伤 8 nt 的 位 置 产生 切口 。 虽 然 UvrC 切割 DNA 共 两 次 ,但 却 使 用 了 2 个 不 
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同 的 活性 中 心 , 这 两 个 活性 中 心 分 别 位 于 N 端 结构 域 和 C 端 结构 域 。 此 反应 需要 UvrB 
结合 有 ATP, 但 并 不 需要 ATP 的 水 解 。 有 时 ,一 种 叫 UvrcC 同 源 物 (C homologue，Cho) 
的 核酸 酶 可 代替 UvrC ,在 损伤 的 3 一 侧 起 切割 作用 ， 

(4) 一 旦 切割 完成 ,一 串 由 12 nt 一 13 nt 组 成 的 守 聚 核 苷 酸 片段 即 被 切 开 ,但 仍然 与 
互补 链 配对 在 一 起 ; 

(5) Urvrc 随后 解 离 ,UvrD 解 链 酶 则 结合 上 来 催化 解 链 反应 ,将 带 有 损伤 的 DNA 片 
段 释 放出 来 ; 

(6) DNAP 工 催化 修复 合成 ,并 将 UrvB 取代 下 来 ; 


余下 反应 同 全 局 性 NER 
轩 5-18 大 肠 杆 菌 的 TCR 机 制 


(7) DNA 连接 酶 进行 最 后 的 缝合 。 

TCR 最 初 在 真 核 细胞 内 发 现 ,后 来 也 发 现存 在 于 细菌 和 十 菌 细胞 中 。 证明 其 存在 
的 直接 证 据 是 大 肠 杆 菌 的 乳糖 操纵 子 在 诱导 物 异 两 基 硫 代 半 乳糖 苷 (Isopropy1 B-D- 
Thiogalactoside，IPTG) 的 存在 下 ,其 DNA 的 转录 股 由 UV 诱发 的 损伤 在 5 分 钟 内 被 全 
部 修复 ,而 非 转 录 股 的 损伤 和 无 IPTG 诱导 的 细胞 遭遇 的 损伤 约 需要 40 分 钟 才 能 被 修 
复 。 如 果 缺 乏 TCR , 则 转录 股 与 非 转录 股 修复 的 效率 几乎 没有 差别 。 

之 所 以 转录 股 更 容易 修复 ,是 因为 它 上 面 的 损伤 更 容易 被 识别 。 在 大 肠 杆 菌 TCR 
系统 中 (图 5-18) ,一 旦 RNA 聚合 酶 进入 受伤 部 位 就 暂停 ,并 形成 一 个 稳定 的 复合 物 。 
转录 修复 偶 联 因子 (transcription repair coupled factor，TRCF) CMe 基因 的 产物 ) 识 别 
这 种 暂停 的 复合 物 , 取 代 RNA 聚合 酶 ,同时 将 UvrAs UvrB 复合 物 招 募 到 受伤 部 位 ,还 能 
促进 UvrA 与 UvrB 解 离 , 从 而 加 快 UvrB- DNA 预 剪 切 复合 物 的 形成 。 一 旦 损伤 被 切 
除 ,后面 修复 反应 与 全 局 性 NER 完全 相同 。 

2. 真 核 生 物 的 NER 系统 

真 核 细胞 内 的 NER 系统 更 为 复杂 ,大概 需要 30 多 种 蛋白 质 的 参与 ( 表 5- 2), 但 修 
复 的 基本 原理 和 过 程 与 细菌 非常 相似 。 因 为 许多 和 蛋白质 是 在 研究 人 着 色 性 干 皮 病 


TS 如 何 役 计 一 个 实验 


证 明细 胞 内 发 生 在 转录 股 的 
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(Xeroderma pigmentosum，XP) . 柯 凯 因 氏 症候 群 (Cockayne syndrome，CS) 和 人 类 的 毛 
发 二 硫 键 营养 不 良 症 (trichothiodystrophy，TTD) 中 发 现 的 ,所 以 很 多 和 蛋白质 都 以 它们 的 
缩写 来 命名 。 

在 已 鉴别 出 的 人 细胞 参与 NER 的 蛋白 质 中 ,至 少 有 四 种 与 损伤 识别 有 关 。 这 些 和 蛋 
白质 似乎 可 以 分 为 两 组 :(1) XPA、XPE 和 RPA 一 一 单独 能 够 与 损伤 的 DNA 结合 ,但 它 
们 之 间 的 相互 作用 能 显著 提高 与 损伤 DNA 结合 的 亲 和 人 性 ;(2) XPC 和 hHR2B( 酵 母 是 
RAD23) 一 一 它们 结合 在 一 起 ,与 损伤 DNA 具有 很 强 的 亲 和 性 。 

与 细菌 的 NER 相似 , 真 核 生物 的 NER 涉及 多 个 步骤 ,各 和 蛋白质 的 结合 有 一 定 的 次 
序 , 但 它们 的 精确 次 序 究 竟 如 何 还 存 有 争议 。 另 外 , 真 核 生 物 在 进行 NER 修复 之 前 , 损 
伤 所 在 位 置 的 染色 质 构象 需要 发 生变 化 。 以 UV 诱导 的 喀 啶 环 丁 烷 二 聚 体 的 修复 为 例 ， 
DDB1/DDB2 蛋白 质 复 合体 能 监测 到 喀 啶 二 聚 体 对 双 螺 旋 结 构造 成 的 扭曲 ,然后 激活 
XPC 蛋白 的 可 闭 性 多 聚 泛 酰 化 (reversible polyubiquitination) 修饰 ,而 XPC 的 证 酰 化 修 
饰 可 导致 参与 NER 的 功能 复合 物 最 终 能 装配 到 染色 质 上 。 


表 S5- 2 参与 真 核 细 胞 NER 系统 的 主要 蛋白 质 的 名 称 和 功能 


证 RD 人 有 so 比 结合 
XPB RAD25(SSL2) (3 一 55DNA 解 链 酶 ,TFILH 的 组 分 
XEC/hHR23B 。 。 。 RAD4/RAD23 ”结合 受 损伤 的 DNA 
0 RAD3 (5' 一 3O)DNA 解 链 酶 ,TFILH 的 组 分 
XPE/p48 不 明 “优先 结合 受 损伤 的 DNA 
XPF/VERCC1 RADI7RAD10， 一 _DNA 内 切 酶 ( 切 点 在 损伤 部 位 的 5 -一 侧 ) 
XPGCERCC5) RAD2 DNA 内 切 酶 ( 切 点 在 损伤 部 位 的 3 一 侧 ) 
RPA REA 单 链 DNA 结合 蛋白 一， 
Cdk7 _KIN28 CAK 亚 复合 物 
CycH 电灯 本 CAK 亚 复合 物 
Mat TFBS 怪 CAK 亚 复合 物 
CSACERCC8) RAD28 与 CSB 和 TFIH 44 亚 基 结合 ,参与 TCR 
CSB (ERCC6) RAD26 与 CSA 和 TEIH p44 亚 基 结合 ,参与 TCR 
AN 不 明 参与 TCR 和 GGR 
RFC _RFC PCNA 钳 载 复 合 物 
PCNA ECNA DNA 滑动 钳 
DNAPiye DNAPi/e DNA 修复 合成 
-DNA 连接 酶 DNA 连接 酶 工 缝合 切口 


以 人 细胞 的 GGR 系统 为 例 , 其 修复 的 基本 步骤 是 (图 5- 19) : 

(1) 激活 的 XPC 和 hHR23B 形成 二 聚 体 ,识别 和 结合 损伤 的 DNA; 

(2) XPC/hHR23B 与 损伤 部 位 的 结合 加 剧 了 双 螺 旋 结 构 的 扭曲 ; 

(3) DNA 双 螺 旋 的 进一步 扭曲 让 更 多 的 修复 蛋白 得 以 “加 盟 ” ,它们 包括 TFI 五 、 
RPA 和 XPA。TFI HH 为 九 聚 体 蛋 白 , 其 中 有 两 个 亚 基 (XPB 和 XPD) 有 解 链 酶 活性 。 
XPB 和 XPD 与 DNA 的 损伤 链 结 合 ,一 道 通过 水 解 ATP 来 驱动 损伤 部 位 约 20 bp 一 30 bp 
的 区 域 朝 两 个 相反 的 方向 解 链 。XPD 还 可 以 将 周期 蛋白 依赖 性 激酶 激活 的 激酶 (cyclim- 
dependent kinase activating kinase，CAK) 招 募 到 TFI H 上 ,对 其 进行 磷酸 化 修饰 ,从 而 
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对 细胞 周期 前 进 中 涉及 的 CDK 发 出 指令 。RPA 作为 SSB 与 已 解 开 的 单 链 区 域 结 合 。 
XPA 尽管 不 是 解 链 酶 ,但 却 是 解 链 所 必需 的 ; 

(4) 随后 ,XPG 和 XPF/ERCC] 作为 对 DNA 结构 特异 性 的 内 切 酶 ,被 招募 到 已 解 链 
的 损伤 部 位 ;在 DNA 的 双 链 区 和 单 链 区 的 结合 部 切 开 DNA 链 ,其 中 XPG 先 切 ,其 切 点 
在 损伤 部 位 的 3' 一 侧 , 与 损伤 位 点 相隔 约 2 一 8 nt,ERCCIVXPEF 后 切 , 切 点 在 损伤 部 位 的 
5 一 侧 , 与 损伤 位 点 相隔 15 nt 一 24 nt; 

(5) XPB/XPD 解 链 酶 协助 去 除 2 个 切 点 之 间 包 含 损伤 的 宣 聚 核 背 酸 ,其 平均 长 度 
为 27 nt; 

(6) DNAP8 或 与 PCNA 一 起 进行 修补 合成 ,填补 空隙 ; 

(7) 最 后 ,连接 酶 工 缝合 裂口 。 

如 果 是 TCR , 则 需要 XPC/hHR23B 以 外 所 有 参与 GGR 的 蛋白 质 ,这 是 因为 TCR 识 
别 损伤 的 机 制 不 同 于 GGR。 哺 乳 动物 TCR 系统 识别 损伤 的 机 制 是 :RNA 聚合 酶 延伸 复 
合 物 暂 停 在 损伤 部 位 ,并 导致 一 小 部 分 区 域 发 生 解 链 ;随后 ,CSA 和 CSB 被 招募 到 RNA 
聚合 酶 上 ,而 结合 到 RNA 聚合 酶 上 的 CSA 和 CSB 帮助 招募 TFI H.XPA、RPA 和 XPG 
到 损伤 部 位 ,RNA 聚合 酶 .RNA 转录 物 `.CSA 和 CSB 则 解 离 下 来 ,于 是 形成 了 与 GGR 
一 样 的 复合 物 , 剩 下 来 的 反应 也 就 无 须 袭 述 了 。 
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3. 十 菌 的 NER 系统 

古 菌 的 NER 系统 还 不 是 十 分 清楚 ,但 应 该 与 真 核 细胞 相似 。 尽 管 起 初 发 现 有 的 古 
菌 编码 细菌 Uvr 蛋白 的 同 源 物 ,但 这 些 Urvr 的 同 源 物 可 能 是 来 自 细菌 的 基因 水 平 转移 。 
事实 上 ,大 多 数 古 菌 编码 真 核 细胞 内 一 些 参 与 NER 的 同 源 物 , 如 XPD、XPB 和 XPF 
( 表 5-3)。 然 而 ,迄今 为 止 , 还 没有 发 现 真 核 GGR 系统 用 来 检测 损伤 的 XPC/hr23B 和 
TCR 系统 的 CSA/CSB 的 同 源 物 。 但 有 证 据 表 明 , 古 菌 体内 的 SSB 可 能 就 有 检测 损伤 的 
作用 。 因 此 ,有 理由 认为 , 古 菌 体内 的 NER 系统 是 一 种 简 版 的 真 核 NER 系统 。 


表 5S-3 细菌 、 真 核 生物 和 古 菌 参与 NER 的 主要 成 分 


 - 区 二 二 四 E 有 
| 四 


GGR 为 -UvrAs UvrB， GGR 为 XPC/hr23B， GGR 为 SSB,TCR 为 RNA 


识别 损伤 TCR 为 RNA 聚合 酶 ”TCR 为 RNA 聚合 酶 ”聚合 酶 

DNA 解 链 。 UvrB XXXPB 和 XPD XPB 和 XPD 

损伤 切除 ， UvarC 或 Cho XPE=ERCCL 和 XPG _XPF、Baxl 和 NucS 
(三 ) MMR 


MMR 系统 主要 用 来 纠正 DNA 双 螺 旋 上 错 配 的 碱 基 对 ,此 外 ,还 能 修复 一 些 因 * 复 
制 打 滑 ? 而 诱发 产生 的 核 背 酸 搬入 或 缺失 环 ( 小 于 4 nt) (insertion/deletion loop，IDL) 。 
此 途径 的 缺陷 可 产生 所 谓 的 突变 子 (mutator) 表 型 ,表现 为 细胞 的 自发 突变 频率 升 高 和 
微 卫 星 不 稳定 性 (microsatellite instability，MSI) 提高 。 


表 5-4 参与 MMR 的 蛋白 质 和 酶 的 名 称 和 功能 


MutSa:Msh2 - Msh6 可 < -一 本 
MutSpB:Msh2 一 Msh3 识别 错 配 碱 基 , 具 有 弱 的 ATP 酶 活性 。 


MutL MutLa:MIhl - Pms2 调节 MutS 和 MutH 之 间 的 相互 作用 ;与 -USrzD 作用 。 


“结合 半 甲 基 化 的 GATC 位 点 ,序列 和 甲 基 化 特异 性 内 切 
JE 民生 酶 ,前 切 非 息 基 化 GATC 的 5- 端 
旋 惠 三 二 直 明 灼 2 [催化 被 切 开 的 含有 错 配 碱 基 的 子 链 与 母 链 的 


MMR 的 总 过 程 相 似 于 其 他 切除 修复 途径 ,但 与 其 他 修复 系统 不 同 的 是 ,MMR 系统 
首先 需要 解决 的 问题 是 如 何 区 分 母 链 和 子 链 ,做 到 只 会 将 子 链 十 错误 的 碱 基 切 除 , 而 不 
会 切除 母 链 中 本 来 就 正确 的 碱 基 。 实 验证 明 , 大 肠 杆 菌 的 MMR 系统 利用 甲 基 化 来 区 分 
子 链 和 和 母 链 ,因为 刚刚 复制 好 的 子 代 DNA 分 子 母 链 和 子 链 的 甲 基 化 程度 是 不 一 样 的 , 母 
链 高 度 甲 基 化 , 甲 基 化 位 点 是 母 链 上 GATC 序列 中 人 A 的 6 号 位 ,催化 甲 基 化 的 酶 也 是 
Dam', 而 子 链 几 乎 还 没有 甲 基 化 。 因 此 ,大 肠 杆菌 内 的 MMR 系统 又 称 为 甲 基 化 导向 的 
错 配 修复 (methyl-directed mismatch repair) 。 如 果 两 条 链 都 没有 甲 基 化 ,那么 修复 也 能 
进行 ,但 因为 不 能 区 分 两 条 链 , 所 以 无 法 保证 真正 的 错 配 修复 ;如 果 两 条 链 都 甲 基 化 了 ， 
修复 的 效率 极 低 , 即 使 发 生 , 同样 也 无 法 保证 真正 的 错 配 修复 。 

MMR 也 有 长 修补 和 短 修补 两 种 方式 。 大 肠 杆菌 的 长 修补 途径 至 少 需要 ad 万 axl[、 
MatS 和 zwozD 四 个 基因 ,它们 分 别 编码 MutH,、MutL、MutS 和 UvrD 这 四 种 蛋白 质 ( 表 
5-4)。MutS 蛋白 负责 识别 错 配 的 碱 基 对 ,其 识别 的 效率 取决 于 错 配 的 类 型 和 错 配 碱 基 对 
所 处 的 环境 ,一 般 而 言 ,'G:T 和 A:C>G:G 和 A:A:C:T 和 G:A>C:C。MutH 
是 一 种 内 切 核酸 酶 ,其 底 物 是 没有 甲 基 化 的 GATC 序列 , 切 点 紧 靠 G 的 5 - 端 。MautS、 
MutH、ATP 以 及 Mg “是 MutH 内 切 酶 活性 所 必需 的 。UvrD 是 一 种 DNA 解 链 酶 。 
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参与 大 肠 杆菌 MMR 长 修补 途径 
的 蛋白 质 除 了 MutS、MutL 、MutH 和 


(D) CBB 


jcfAG -6 一 一 3 UVUvrD 以 外 ,还 有 特殊 的 外 切 核酸 酶 、 

DNAP 耻 和 DNA 连接 酶 。 它 们 作用 的 
@ CH 和 主要 步骤 是 (图 5- 20):(1) MutS 识别 
5 -GATC 量 一 -= 并 结合 除了 C- C 以 外 的 错 配 碱 基 对 ， 
一 5 也 能 识别 因 碱 基 插入 或 缺失 在 DNA 上 


形成 的 小 环 ,MutL 随后 结合 ;(2) 在 错 
配 碱 基 对 两 侧 的 DNA 通过 MutS 作 相 
向 移动 ;(3) MutH 与 MutL 和 GATC 
位 点 结合 ; (4) MutH 的 内 切 核酸 酶 活 
性 被 MutS/MautL 激活 , 切 开 子 链 非 甲 
基 化 GATC 的 5- 端 ;(5) UvwrD 作为 解 

一 链 酶 ,催化 被 切 开 的 含有 错 配 碱 基 的 子 
和 链 与 母 链 的 分 离 ,SSB 则 与 母 链 上 处 于 


(3) 


(LOLn 
了 


(4) 


efAGN 一 -3 单 链 状态 的 区 域 结合 ,特殊 的 外 切 酶 水 
切口 解 游离 出 来 的 含有 错 配 碱 基 的 单 链 

放 罗 畏 。 DNA。 如 果 MutH 的 切 点 在 错 配 碱 基 

画 一 寺 连接 酶 的 3'- 端 , 则 由 外 切 核 酸 酶 工 或 X 从 
| 全 、。 本 3'->5/ 方 向 水 解 。 如 果 MutH 的 切 点 在 
RE 光 一 在 错 配 碱 基 的 5'- 端 , 则 由 外 切 核酸 酶 
大 基 对 亚 和 了 ecj 来 降解 ;(6) 最 后 ,DNAP 工 


和 连接 酶 分 别 进行 缺口 的 修复 合成 和 
切口 的 缝合 ,原来 的 G : A 变 成 了 正确 
的 A:T。 

GATC 位 点 与 错 配 碱 基 对 之 间 的 距离 可 近 可 远 , 远 的 可 达 1 kb。 显 然 , 它 们 之 间 越 
远 , 被 切除 的 核 昔 酸 就 越 多 ,修复 侣 成 所 需要 消耗 的 dNTP 就 越 多 。 因 此 , 错 配 修复 是 一 
个 低 效 率 ,、 高 耗 能 的 过 程 。 但 不 管 消耗 多 少 dNTP, 目的 只 有 一 个 ,就 是 为 了 修复 一 个 错 
配 的 碱 基 。 

大 肠 杆 菌 有 两 条 独立 于 mutHLS 的 短 修补 MMR 途径 ， 

(1) 依赖 于 MutY 的 修复 途径 一 一 用 于 取代 A: G 和 A:C 错 配 碱 基 对 中 的 A。 
MutY 是 一 种 DNA 糖苷 酶 ,其 主要 功能 是 在 BER 途径 中 ,切除 位 于 8 - 氧 - 7,8 -二 氧 脱 
氧 鸟 野 叭 (8-oxy-7,8-dihydrodeoxyguanine) 碱 基 对 面 的 A, 但 也 参与 这 里 的 短 修 补 MMR 
途径 。 

(2) 极 短 修 补 (very short patch，VSP) 途 径 一 一 用 于 纠正 G : 工 错 配 碱 基 对 中 的 工 。 
当 受 甲 基 化 酶 Dem 作用 的 靶 序 列 CCC(A/T)GG 之 中 5 一 C 因 脱 氮 基 而 转变 成 工 以 后 ， 
原来 正确 配对 的 G : C 碱 基 对 就 变 成 了 错误 配对 的 G : 工 碱 基 对 。VSP 途径 可 以 纠正 
这 样 的 G : 工 错 配 碱 基 对 。VSP 需要 MutS、MutL, 以 及 一 种 对 CTCA/T)GG 序列 之 中 
错 配 的 GT 碱 基 对 特异 性 的 内 切 酶 ,但 不 需要 mutH 和 UvrD。 

大 多 数 细菌 和 所 有 的 真 核 生 物 的 MMR 长 修补 途径 与 大 肠 杆 菌 相 近 , 但 不 是 以 甲 基 
化 来 区 分 母 链 和 子 链 的 。 在 酵母 细胞 和 哺乳 动物 细胞 中 ,人 们 已 找到 绝 大 多 数 与 参与 大 
肠 杆菌 MMR 修复 蛋白 的 同 源 物 ,只 是 缺乏 MutH 的 对 应 物 , 这 是 因为 真 核 细胞 并 不 以 
GATC 的 甲 基 化 来 区 分 子 链 和 母 链 。 关 于 真 核 细胞 在 MMR 的 长 修复 途径 中 如 何 识别 
新 链 仍 然 是 一 个 谜 。 有 一 种 观点 认为 ,DNA 复制 过 程 中 在 DNA 连接 酶 连接 之 前 存在 于 
后 随 链 上 的 缺口 ,以 及 专门 在 前 导 链 上 引入 的 缺口 是 识别 新 合成 链 的 标记 。 
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以 人 细胞 内 的 MMR 为 例 , 其 基本 过 程 如 下 (图 5-21):(1) 在 PCNA 的 促进 下 , 错 
配 识 别 蛋白 hMutSa 或 hMutS8B 识别 并 结合 经 半 保 留 复 制 产 生 的 双 链 DNA 分 子 上 错 配 
的 碱 基 对 ;(2) 结合 在 错 配 碱 基 对 上 的 hMuts 将 hMutLa 招募 上 来 ;(3) 发 生 在 错 配 碱 基 
对 上 的 DNA -蛋白质 和 蛋白质 -蛋白 质 之 间 的 相互 作用 ,促进 了 将 外 切 核 酸 酶 1 
(exonuclease 1，EXO1) 招募 到 错 配 碱 基 对 附近 的 DNA 链 的 裂口 处 ; (4) 在 hMutS、 
hMutLa 和 RPA 的 存在 下 ,EXOIL 开始 从 裂口 处 水 解 包括 错 配 碱 基 在 内 的 序列 :(5) 在 
PCNA、RPA 和 REFC 的 存在 下 ,DNAPN 进行 修复 合成 ,最 后 DNA 连接 酶 工 将 缺口 连 上 。 


在 哺乳 动物 细胞 中 ,也 存在 一 种 短 修 补 MMR 途径 ,用 来 纠正 其 甲 基 化 的 CpG 马上 
因 脱 氨基 产生 的 错 配 的 GT。 

MMR 有 缺陷 的 真 核 细 胞 ,在 基因 组 DNA 内 微 卫 星 序 列 (microsatellite sequence) 上 
具有 高 度 的 不 稳定 性 ,这 是 因为 微 卫星 序列 由 成 串 的 4 一 40 个 单 核 苷 酸 或 双核 苷 酸 重复 
序列 组 成 ,这 些 短 重 复 序 列 很 容易 造成 复制 的 DNAP 发 生 “ 打 滑 ”( 见 后 ), 从 而 产生 插入 
或 缺少 错误 ,这些 复制 错误 更 依赖 于 MMR 系统 的 修复 。 正 因为 如 此 ,检测 微 卫星 序列 
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的 增长 或 缩短 ,经 常 被 用 来 确定 一 种 癌 细 胞 是 不 是 在 错 配 修复 上 有 缺陷 。 
古 菌 也 应 该 存在 MMR 系统 ,但 大 多 数 古 菌 缺 乏 MutL 和 Mnuts 的 同 源 物 ,这 说 明 它 
们 可 能 在 使 用 其 他 不 一 样 的 机 制 进行 错 配 修复 。 


三 、DSBR 


对 于 所 有 的 生物 来 说 ,DNA 断裂 尤其 双 链 断裂 是 一 种 致死 性 最 强 的 损伤 。 为 了 克 
服 这 种 损伤 对 于 生物 体 生 存 造 成 的 威胁 ,已 有 好 几 种 机 制 发 展 起 来 用 于 修复 这 种 损伤 。 
第 一 种 机 制 称 为 非 同 源 未 端 连接 Cnon-homologous end joining，NHEJ) ,能 在 无 同 源 序列 
的 情况 下 ,让 断裂 的 末端 简单 地 加 工 一 下 ,再 重新 连接 起 来 。 这 种 机 制 速 度 快 、 效 率 高 
但 由 于 经 常会 在 裂口 丢掉 若干 核 苷 酸 ,因此 其 具有 较 高 的 致 变性 。 这 种 方式 广泛 存在 于 
真 核 生 物 和 少数 细菌 体内 。 缺 乏 这 种 修复 方式 的 突变 细胞 ,对 导致 DNA 断裂 的 离子 辐 
射 或 化 学 试剂 的 作用 极为 敏感 ;第 二 种 机 制 是 同 源 重组 (参看 第 六 章 DNA 重组 ) , 它 利 用 
在 DNA 复制 过 程 中 形成 的 另外 一 个 没有 损伤 的 DNA 作为 修复 的 模板 ,因此 可 以 对 损 
伤 进行 忠实 性 地 修复 。 细 菌 修复 主要 是 利用 同 源 重 组 ,在 它们 的 体内 有 两 条 同 源 重 组 途 
径 ,一 条 是 RecBCD 途径 ,另外 一 条 是 RecF 途径 (参看 第 六 章 DNA 重组 ) 。 这 两 条 途径 
有 部 分 重 稚 。 

对 于 真 核 生 物 来 说 ,一 旦 DNA 双 链 发 生 断 裂 , 组 蛋白 H2A 的 一 种 变 体 H2AX 在 一 
些 蛋 白质 激酶 (如 ATM、ATR 和 DNA- 了 PK) 的 催化 下 ,Serl139 发 生 磷 酸化 修饰 。 磷 酸化 
的 H2AX 被 称 为 YH2AX, 是 DNA 双 链 断裂 的 重要 标记 。 它 作为 MDC1 和 蛋白 的 结合 位 
点 ,继而 可 将 参与 修复 的 酶 招募 过 来 。 参 与 哺乳 动物 细胞 NHEJ 的 主要 成 分 包括 Ku70 
蛋白 .Ku80 蛋白 `.DNA 依赖 性 蛋白 质 激酶 俱 化 亚 基 (DNA-dependent protein kinase's 
catalytic subunit，DNA- PKcs) 、Artemis 蛋白 `\XRCC4 DNA 连接 酶 W 和 类 XRCC4 因子 
(XRCC-like factor) 等 ( 表 5- 5)。 其 中 ,Ku70 和 Ku80 形成 异 源 二 聚 体 , 除 了 参与 双 链 
DNA 断裂 的 修复 以 外 ,还 参与 也 淋巴 细胞 分 化 过 程 中 抗体 基因 的 重 排 以 及 端 粒 长 度 的 
维持 。 


表 5-5 参与 哺乳 动物 细胞 双 链 断裂 修复 的 主要 蛋白 质 及 其 功能 


与 Ku80 一 道 结合 DNA 未 端 ,招募 其 他 蛋白 质 : 


与 Ku70 一 道 结合 DNA 未 六 ,招募 基 他 重 目 质 。 
“依赖 于 DNA 的 蛋白 质 激酶 的 催化 mi 
有 受 DNA- PKcs 调 节 的 核酸 酶 ， 参与 DN 末 : 
”， -二 在 DNA 未 端 被 Artemis 蛋白 加 工 好 以 后 ， 协同 
CC， 链 DNA 分 子 重 新 连接 。 


二 最 几 W 在 DNA 未 端 被 Anemis 重 鼻 加 工 好 以 后 : 人 XRCC4 一 首 俱 化 断 玫 的 双人 
DNA 分 子 重新 连接 2 站 


哺乳 动物 细胞 NHEJ 的 基本 步骤 如 下 (图 5- 22): 

(1) Ku707Ku80 异 源 二 聚 体 与 DNA 断裂 未 端 结合 ; 

(2) 断裂 的 DNA 因 2 个 Ku707/Ku80 二 聚 体 之 间 的 相互 作用 被 强 拉 到 了 一 起 ; 

(3) Artemis 蛋白 作为 DNA - PKes 的 底 物 与 DNA - PK 结合 ,然后 一 起 被 
Ku707Ku80 招募 到 DNA 未 端 ; 

(4) DNA- PKc 一 旦 与 DNA 未 端 结合 , 即 与 Ku 蛋白 一 起 组 装 成 DNA- PK 全 酶 ， 
其 蛋白 质 激酶 活性 就 被 激活 ,随后 便 作 用 Artemis 蛋白 。Artemis 蛋白 因 被 磷酸 化 ,其 核 
酸 酶 活性 被 激活 ; 

(5) 被 激活 的 Artemis 蛋白 开始 加 工 DNA 的 未 端 ,水 解 未 端 突 出 的 单 链 区 ,创造 出 
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复制 受阻 
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RecA 调 节 的 链 交换 
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了 
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RuvA.RuvB.RuvC 
DNA 聚 合 酶 
连接 酶 


复制 重新 启动 
损伤 的 切除 修复 
Fe 


食 5-23 大 肠 杆 菌 的 重 
组 跨越 
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连接 酶 的 有 效 底 物 ; 
《6) 连接 酶 W 、XRCC4 与 类 XRCC4 因子 形成 的 复合 物 , 共 同 催化 已 加 工 好 的 DNA 
末端 之 间 的 连接 。 


| 双 劝 量 


一 = 


| Ku 与 断裂 的 未 端 结合 


-一 条 


| Ku 招募 依赖 于 DNA 的 蛋白 质 激酶 


| 未 端 被 “ 拉 ” 到 一 起 


XRCC4/ 连 接 酶 MY 结合 


| XRCC4/ 连 接 酶 扩 
催化 连接 反应 


冬 5-22 哺乳 动物 细胞 DNA 双 链 断裂 的 非 同 源 末端 连接 


尽管 古 菌 在 DNA 复制 ` 转 录 、 重 组 和 翻译 等 方面 ,与 真 核 生 物 十 分 相似 ,但 迄今 为 
止 , 还 没有 在 任何 古 菌 体内 发 现任 何 与 真 核 细 胞 NHEJ 相关 的 同 源 蛋 白 。 古 菌 所 使 用 的 
修复 机 制 可 能 是 与 真 核 生 物 十 分 相似 的 重组 修复 系统 。 


\ 损 伤 跨越 (damage bypass) 


DNA 损伤 可 以 发 生 在 细胞 周期 的 任何 阶段 和 DNA 的 任何 碱 基 序 列 上 。 如 果 一 个 
正在 移动 的 复制 叉 遇 到 模板 链 上 的 损伤 ,将 会 遇 到 麻烦 。 一 方面 因为 复制 又 内 的 DNA 
已 发 生 了 解 链 ,无 法 利用 互补 链 作为 修复 的 模板 。 若 这 时 强行 进行 切除 修复 ,将 引起 双 
链 断 裂 和 复制 叉 塌 陷 , 由 此 造成 更 严重 的 后 果 ; 另 一 方面 因为 损伤 让 DNAP 在 催化 DNA 
复制 的 时 候 , 难 以 形成 正常 的 碱 基 对 ,特别 是 遇 到 模板 链 上 的 AP 位 点 ,这 里 可 没有 指导 
互补 链 合成 的 信息 。 尽 管 细胞 内 的 BER 系统 会 修复 绝 大 多 数 AP 位 点 ,但 少数 AP 位 点 
可 能 逃脱 了 BER 系统 的 修复 ,残留 在 DNA 分 子 上 。 当 催化 DNA 复制 的 那些 高 进行 性 、 
高 保 真 性 和 严格 遵守 互补 碱 基 配 对 规则 的 DNAP 复制 到 这 些 “ 受 伤 > 的 碱 基 时 ,将 难以 
复制 下 去 ,只 能 停留 在 原 地 不 动 , 这 就 影响 了 复制 的 连续 性 。 针 对 上 述 情 况 ,进化 让 细胞 
发 展 了 两 套 相 对 独立 的 损伤 跨越 “战术 ”, 以 维持 复制 的 连续 性 ,一 套 是 重组 跨越 
(recombinational bypass) ,第 二 套 是 所 谓 的 “ 跨 损伤 合成 ”(translesion synthesis，TLS) 。 
这 两 套 战 术 都 是 先 不 管 损 伤 ,想方设法 完成 复制 再 说 。 

(一 ) 重组 跨越 

重组 跨越 又 称 为 重组 修复 , 它 使 用 同 源 重组 的 方法 将 DNA 模板 进行 交换 ,以 克服 损 
伤 对 复制 的 障碍 ,而 随后 的 复制 仍然 使 用 细胞 内 高 保 真 的 聚合 酶 ,故此 途径 可 视 为 一 种 
无 错 的 系统 ,因为 忠实 性 并 没有 受到 影响 。 

以 大 肠 杆 菌 为 例 ( 图 5- 23) ,一 旦 复制 又 到 达 损 伤 位 点 ,如 喀 啶 二 聚 体 ,DNAP 焉 即 
停止 移动 ,随后 与 模板 链 解 离 ,然后 在 损伤 点 下 游 约 1 000 bp 的 地 方 重 启 DNA 复制 ,这 
就 在 子 链 上 留 下 一 段 空 缺 。 然 而 ,在 重组 蛋白 ACRecA) 的 催化 下 ,原来 DNA 一 条 母 链 
(与 新 合成 的 子 链 一 样 ) 的 同 源 片 段 被 重组 到 子 代 DNA 上 (重组 机 制 参 看 第 五 章 DNA 
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重组 ) ,填补 子 链 的 空缺 ,但 在 母 链 上 会 产生 出 新 的 空缺 。 此 外 ,由 于 重组 过 程 中 的 交叉 
是 错开 的 ,因此 在 子 链 位 于 损伤 的 下 游 仍然 有 一 个 小 的 缺口 。 不 过 ,DNAP 工 很 容易 将 
上 述 缺 口 进 行 填补 ,而 连接 酶 则 会 将 留 下 的 切口 颖 合 。 

因此 可 见 , 重 组 跨越 克服 了 损伤 对 DNA 复制 的 障碍 ,但 是 损伤 还 保留 着 ,不 过 迟早 
会 被 细胞 内 其 他 修复 系统 所 修复 。 

(二 ) 跨 损伤 合成 

跨 损伤 合成 又 称 为 跨越 合成 (bypass synthesis) ,由 细胞 内 一 类 “宽容 >"“ 任 性 ”一 般 
无 校对 活性 和 进行 性 低 的 DNAP, 来 取代 停留 在 损伤 位 点 上 原来 催化 复制 的 DNAP( 细 
菌 是 DNAP 开 , 真 核 生 物 是 DNAPac、.3 和 e) ,在 子 链 上 即 模板 链 上 损伤 碱 基 的 对 面 , 随 便 
插入 一 个 核 苷 酸 , 以 实现 对 损伤 位 点 无 错 或 易 错 的 跨越 。 据 估计 ,人 细胞 参与 TLS 的 
DNAP 至 少 有 30 多 种 。 参 与 跨 损伤 合成 的 DNAP 一 般 属于 Y 家 族 , 例 如 真 核 生 物 的 
DNAPY。 已 发 现 ,人 体 缺 乏 DNAP? 也 可 导致 着 色 性 干 皮 病 。 

Y 类 DNAP 若 以 没有 损伤 的 DNA 作为 模板 ,合成 出 来 的 DNA 错误 率 很 高 , 若 以 受 
损伤 的 DNA 为 模板 , 则 可 以 进行 跨 损伤 合成 ,那么 YY 类 DNAP 是 如 何 做 到 的 呢 ? 根据 
对 源 自 一 种 叫 哮 热 硫 矿 硫 化 叶 菌 (Sulfoloprs Soljaiaricus ) 的 十 菌 体 内 的 立 类 
DNAP 一 Dpo4 的 晶体 结构 的 研究 (图 5- 24) ,发 现 这 类 聚合 酶 除了 具有 所 有 DNAP 的 
标志 性 右手 结构 一 一 拇指 .手掌 和 手指 以 外 ,在 它们 的 C 端 还 存在 一 个 特有 的 小 指 状 结 
构 域 。 在 手指 和 手掌 之 间 ,形成 的 是 一 个 宽敞 的 活性 中 心 , 主要 通过 一 些 非 特异 性 的 相 
也 作用 结合 DNA 模板 。 拇 指 和 小 指 状 结构 域 分 别 从 小 沟 和 大 沟 一 面 握 住 DNA 双 链 。 
总 之 ,这 类 聚合 酶 博大 的 “胸怀 ”及 其 对 特异 性 DNA 相互 作用 依赖 性 的 降低 ,让 它们 能 够 
容忍 在 活性 中 心 及 周围 的 DNA 模板 发 生 的 扭曲 。Dpo4 催化 的 跨 AP 位 点 的 合成 , 始 于 
在 模板 链 损伤 的 对 面 插入 一 个 核 苷 酸 。 品 体 结构 分 析 清 楚 地 显示 ,该 酶 在 催化 的 时 候 ， 
为 了 完成 在 “无 头 ” 的 AP 位 点 对 面 配 上 一 个 “有 头 ” 的 搭档 ,强行 扭曲 DNA 模板 链 ,以 使 
损伤 处 以 环 出 的 方式 进入 手指 和 小 指 之 间 开 放 的 空间 内 ,从 而 让 进入 活性 中 心 的 dNTP 
能 与 AP 位 点 5 一 侧 的 碱 基 配 对 。 


一 


Dpo4 Dpo4-DNA 复 合 物 


侠 5-24 古 菌 的 Dop4 蛋白 与 DNA 底 物 结合 前 后 的 三 维 结构 


1. 大 肠 杆 菌 的 跨越 合成 

大 肠 杆菌 的 TLS 是 其 SOS 反应 的 一 部 分 ,属于 一 种 可 诱导 的 过 程 。SOS 反应 是 指 
细胞 在 受到 潜在 致死 性 压力 之 后 ,如 UV 辐射 ,胸腺 喀 辽 饥 俄 .MMC 的 作用 .DNA 修饰 
物 的 作用 和 DNA 复制 所 必需 的 基因 失 活 等 因素 ,做 出 的 有 利于 细胞 生存 .但 以 突变 为 代 
价 的 代谢 预警 反应 ,包括 易 错 的 TLS、 细 胞 丝 状 化 (细胞 伸 长 ,但 不 分 裂 ) 和 切除 修复 系统 
的 激活 ,其 中 涉及 近 20 个 “sos” 基 因 的 表达 ,整个 反应 受到 阻 遏 蛋白 一 一 LexA 和 激活 和 蛋 
白 一 一 RecA 的 调节 。 

大 肠 杆菌 在 正常 的 生存 条 件 下 ,LexA 蛋白 作为 阻 遏 蛋白 ,与 20 个 sos 基因 上 游 的 一 
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段 叫 SOS 盒 (SOS box) 的 序列 结合 ,阻止 这 些 基 因 的 表达 ; 当 细胞 面临 致死 性 压力 ,其 
DNA 遭遇 到 严重 的 损伤 而 出 现 单 链 缺 口 时 , RecA 蛋白 被 单 链 DNA 激活 后 作用 LexA 
ER 如何 设计 实验 未 确 ”蛋白 ,致使 LexA 蛋白 发 生 自 切割 ,而 失去 与 SOS 盒 结合 的 活性 ,从 而 解除 了 其 对 sos 基 


定 大 肠 杆 菌 在 发 生 SOS 反应 因 表 达 的 抑制 (图 5-25)。 
时 ,RecA 蛋白 众 化 了 LexA 


蛋白 的 自 水 解 ,而 不 是 RecA (1) 非 诱导 状态 


E 国 SOS 念 
蛋白 作为 蛋白 酶 直接 催化 了 和 村 
LexA 蛋白 的 水 解 ? 以 2 
本 | 口 | JE JexA ArecA 作 / so5 基 大 
区 全 
了 这 
人 | | | 
国 全 站 人 > 合 世 汉 
| UV/MMC 
(2) 诱导 状态 
@ 被 激活 的 RecA 
人 | 机 
JexA 轩 国 recA 2 CO,os 基 历 


人 四 全 友 ) 柄 画 
@@e@ag 
攻 2 


个 5-25 大 肠 杆菌 的 SOS 反应 


20 个 sos 基因 中 与 TLS 有 关 的 是 dizB、xwnzxC 和 zzD, 它 们 表达 的 产物 分 别 是 
DNAPIV .UmuCc 和 UmuD,UmuD 受 LexA 的 切割 可 变 成 UmuD' 。1 分 子 UmnuC 与 2 分 
子 UmuD 再 组 装 成 DNAPYV 。 

图 5-26 和 5-27 为 DNAPYV 的 作用 模型 和 作用 的 详细 步骤 :从 中 可 以 看 出 ,除了 
DNAPYV 以 外 ,还 需要 RecA 蛋白 .SSB.DNAP 焉 的 B 亚 基 和 Y 钳 载 复合 物 。Y 钳 载 复合 
物 所 起 的 作用 正如 它 在 装配 DNAP 焉 全 酶 中 的 角色 一 样 ,是 帮助 由 B 亚 基 构 成 的 滑动 钳 
装载 到 DNAPYV 上 ,而 刺激 DNAPYV 催化 的 TLS。DNAPYV 在 催化 的 时 候 有 点 像 蒙 着 眼 


RecA 


UV 或 MMC 诱 导 LexA 进 行 自 我 切割 一 


RecA# 全 


LexA Ar 
ov 区 so 


umuDC 操 纵 子 (被 阻 过 ) 人 


RNA 聚 合 酶 


UnmuC 和 UmuD 


UmuC(UmuD ): ~ 一 UmuD 
(DNAPV) 


TI TY 
GCATTCGA | GCATTCGA 
要 间 和 六 一 间 本 六 间 硬 和 
CGT 复制 继续 CTGTGCT 

AAA 
复制 暂停 在 ( 跨 损 伤 合 成 ) 和 
喀 啶 二 聚 体 


侠 5- 26 大 肠 杆 菌 DNA 损伤 的 跨越 合成 
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RecA 国 


娩 DNAPVIUmuD4C) 


_DNAPVT 取代 DNAP 焉 


DNAP 亚 


日 
DNAP 下 取代 DNAPYV 人 国 全 


二 一 一 人 请 
5 一 -一 人 - 


5-27 DNAPTY 参与 的 跨 损伤 合成 的 详细 步骤 


了 睛 摸 彩 ,在 损伤 部 位 因 缺 乏 可 靠 的 模板 指导 ,不 管 三 七 二 十 一 随便 抓 一 个 脱氧 核 苷 酸 参 
入 到 DNA 链 上 ,以 克服 损伤 对 DNA 复制 构成 的 阻碍 。 然 而 ,这 种 盲目 性 是 以 忠实 性 作 
为 代价 的 ,因为 参 和 的 核 苷 酸 错 配 的 可 能 性 更 大 ,但 这 也 为 细胞 提供 了 生存 下 来 的 机 会 ， 
可 以 说 是 细胞 迫不得已 采取 了 "两 害 相 权 取 其 轻 ” 的 做 法 。 能 被 DNAPYV 跨越 过 的 损伤 
包括 喀 啶 二 聚 体 和 AP 位 点 。 既 然 由 DNAPYV 催化 的 跨越 损伤 的 DNA 合成 是 易 错 的 ， 
它 就 为 生存 下 来 的 细胞 带 来 了 各 种 突变 ,实际 上 , 它 是 DNA 损伤 试剂 诱导 大 肠 杆菌 突 变 
的 主要 原因 。 

一 旦 细胞 内 的 DNA 损伤 被 修复 ,RecA 立刻 失 活 而 无 法 再 促进 LexA 的 自 切割 。 于 
是 ,细胞 内 的 LexA 迅速 积累 ,在 与 SOS 盒 结 合 以 后 关闭 SOS 反应 。 

2. 真 核 生 物 的 跨越 合成 

真 核 生 物 的 TLS 有 易 错 和 无 错 两 种 方式 。 究 竟 选 用 何 种 方式 一 方面 取决 于 损伤 的 
类 型 , 另 一 方面 取决 于 细胞 内 各 种 参与 TLS 的 聚合 酶 之 间 的 相对 活性 。 

DNA 损伤 可 诱导 PCNA 的 泛 酰 化 修饰 ,PCNA 既 可 以 受到 RAD6/RAD18E2/E3 复 
合 物 的 作用 发 生 单 泛 酰 化 修饰 ,也 可 以 受到 RAD5/UBC13/MMS2 的 作用 发 生 多 聚 泛 酰 
化 修饰 。 这 些 化 学 修饰 用 来 调节 易 错 的 或 无 错 TLS( 图 5- 28), 以 应 对 DNA 的 损伤 或 
复制 叉 的 阻 滞 。 结 合 在 染色 质 上 的 PCNA 在 K164 位 被 单 泛 酰 化 修饰 以 后 ,可 将 参与 
TLS 的 DNAPY 招募 过 来 ,因为 此 聚合 酶 含有 专门 结合 泛 素 的 结构 域 Cubiquitin-binding 
domain，UBZ) 。 

在 易 错 途径 中 (图 5- 29),DNAPE 和 Revl 蛋白 代替 停留 在 喀 啶 二 聚 体 上 的 DNAP8 或 
s, 催 化 核 苷 酸 的 参 入 。 酵 母 的 DNAP 由 Rev3 和 Rev7 亚 基 组 成 ,可 以 胜任 对 各 种 损伤 进 
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宕 二 复制 又 塌陷 
复制 叉 前 进 受阻 重组 介 导 的 复制 又 重启 
廊 一 
模板 切换 跨 损伤 合成 


侠 5-28 复制 又 前 进 受 阻 时 真 核 细胞 的 三 种 可 能 的 反应 


行 的 TLS。 在 体内 ,Revl 在 损伤 处 对 面 插入 第 一 个 核 昔 酸 从 而 启动 TLS。 随 后 ,再 由 
DNAPS 合成 几 个 核 苷 酸 。 最 后 ,再 由 DNAP8 或 取代 上 和 Revl 蛋白 继续 进行 DNA 复制 。 


无 错 的 TLS 易 错 的 TLS 
伪 5-29 酵母 细胞 DNA 的 两 种 跨 损 伤 合成 机 制 


在 无 错 途径 中 ,DNAP7T 替代 8 或 进行 跨 损伤 合成 ,在 喀 啶 二 聚 体 的 对 面 插入 两 个 

DNAPY 的 突变 也 可 “正确 的 A。 另 外 ,无 错 途 径 还 有 一 种 模板 转换 介 导 的 TLSCtemplate-switching-mediated 
以 村 致 着 色 性 干 皮 病 。 对 此 TLS) , 它 是 在 PCNA 的 K63 进行 多 聚 泛 酰 化 修饰 以 后 发 生 的 :该 途径 通过 切换 模板 , 利 
用 以 损伤 链 互补 链 为 模板 合成 的 子 链 作为 模板 ,来 合成 出 无 错 的 核 苷 酸 序列 ,然后 再 回 
来 与 损伤 链 配对 ,继续 延伸 。 

体外 实验 表明 ,DNAPE 和 71 与 DNA 底 物 的 亲和力 较 低 ,在 插入 一 个 核 苷 酸 以 后 即 
与 DNA 模板 解 离 , 这 种 性 质 使 得 在 TLS 完成 以 后 ,正常 的 聚合 酶 和 辅助 蛋白 很 容易 取 
代 它 们 继续 进行 DNA 复制 。 

3. 古 菌 的 跨越 合成 

古 菌 体内 催化 DNA 复制 的 酶 属于 孔 类 和 了 D 类 , 当 它们 遇 到 模板 链 上 受 损伤 的 碱 基 
时 ,会 停顿 下 来 ,让 立 类 DNAP 接手 ,如 嗜 酸 热 硫 化 叶 菌 (Suljolopus acidocaldarizs ) 的 
Dbh 蛋白 和 哮 热 硫 矿 硫 化 叶 菌 的 Dpo4 ,催化 跨 损 伤 合成 。 

极端 的 环境 ,特别 是 高 温 可 以 大 大 增加 C 脱 氨 基 变 成 U 的 机 会 。 因 此 ,很 多 古 菌 具 
有 多 种 手段 对 付 DNA 分 子 上 的 U, 以 降低 突变 造成 的 危害 。 例 如 : 某 些 古 菌 的 B 类 
DNAP 利用 其 N 端的 口袋 预 读 并 探测 DNA 模板 链 上 可 能 存在 的 U; 还 有 一 些 古 菌 体内 
的 D 型 DNAP 也 有 特别 的 机 制 用 来 发 现 U。 古 菌 体 内 也 含有 dUTP 酶 ,以 将 细胞 内 的 
dUTP 尽 可 能 水 解 成 dUMP ,防止 其 错误 参 和 人 到 子 链 上 。 其 他 保守 的 修复 系统 包括 使 用 
UDG 的 BER 系统 。 还 已 有 研究 表明 ,在 U 诱导 的 复制 又 暂 停 移 动 以 后 ,原来 复制 体内 
引发 酶 的 小 亚 基 PriS 能 够 进行 跨 损伤 合成 。Pris 可 在 氧化 性 损伤 和 喀 啶 二 聚 体 所 在 
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处 ,催化 无 错 的 跨 损 伤 合成 。 此 外 ,即使 在 停留 的 B 类 DNAP/PCNA 复合 物 存 在 的 情况 
下 ,PriS 也 能 复制 通过 模板 链 上 的 U。 


五 一 些 与 DNA 修复 缺 隐 有 关 的 遗传 性 疾病 以 及 修复 缺陷 与 癌症 之 
间 的 关系 


既然 修复 系统 在 维持 DNA 的 完整 性 和 稳定 性 上 起 着 如 此 重要 的 作用 ,那么 ,可 以 想 
象 , 当 修复 系统 出 现 故障 的 时 候 , 机 体会 产生 什么 样 的 后 果 ( 表 5- 6)。 例 如 ,遗传 性 非 息 
肉 直 肠 瘤 (hereditary nonrpolyposis colorectal cancer，HNPCC) 是 一 种 显 性 遗传 病 ,患者 
通常 在 30 岁 之 前 生 恶 性 直肠 癌 。HNPCC 患者 从 上 一 代 继 承 了 一 个 拷贝 突变 的 MSHI1 
或 MLHI1 基因 ,因此 其 细胞 DNA 具有 更 高 的 突变 率 , 更 容易 生 瘤 , 一 般 先 发 生 在 直肠 。 CR》 就 你 所 知 , 关 国 著名 


。 影星 Angeiina Jolie 因为 检测 
表 5 - 6 ，DNA 修复 缺陷 有 关 的 遗传 性 疾病 和 痛 症 之 间 的 关系 en 
乳腺 切除 手术 ? 


回 轴 于 中: 和 - 7 莉 
bb 
于 rr 


于 OUv 大肠 冶 , 卵 早 发 性 肿瘤 ,高 频率 
ENERCD 二 六 “化 学 诱 变 剂 梨 瘤 ”的 自发 突变 
UV 皮肤 癌 , 黑 皮肤 和 眼睛 对 光敏 
呈 NE 上 丰 突 变 “色素 瘤 ，、，， 感 ,角质 病 
-Gaekayag 氏 综合 征 NER 和 二 下 二 
Snscaatz 放 9 TEL 人 
毛发 一 硫 键 营养 不 良 症 、 NERO 毛发 易 断 ,生长 迟 绥 
CTrichothiodystrophy， 二 hi 是 皮肤 会 对 光 过 敏 。 
布 伦 氏 综合 征 时 细 跨 晤 ”中 度 烷 基 “白血病 , 淋 ， 光 人 敏感 ,面部 运动 失 
(Bloom's syndromie) 二， 化 试剂 巴 瘤 - 调 , 染 色 体 变 异 
了 急性 骨髓 性 
范 康 尼 贫 血 同上 DNA 交 联 二 生病 , 错 、 发 青 蜡 党 :在 医 不 


(Faconi anemia) 上 


一 一 -出 2 


遗传 性 乳腺 冶 抗 原 breast 


开关 乳腺 痛 , 稣 早年 发 生 乳 腺 瘤 或 
antieen 1，BCRAL) 和 到 县 痛 抗 同上 30 一， 痛 , 卵 早年 发 生 列 | 
原 2(BCRA2) 基 因 人 缺失 1 六 直 汪 人 卵 偶 瘤 


第 四 节 _DNA 的 突变 _ 

当 DNA 遭遇 到 损伤 以 后 ,尽管 细胞 内 的 修复 系统 在 很 大 程度 上 能 够 将 绝 大 多 数 损 
伤 及 时 修复 ,然而 修复 系统 并 不 是 完美 无 缺 的 。 修 复 系统 的 不 完善 ,为 DNA 的 突变 创造 
了 机 会 ,因为 如 果 损伤 在 下 一 轮 DNA 复制 之 前 还 没有 被 修复 的 话 , 有 的 就 直接 被 固定 下 
来 传 给 子 代 细 胞 ,有 的 则 通过 易 错 的 跨 损 伤 合成 ,产生 新 的 错误 并 最 终 也 被 保留 下 来 。 
这 些 发 生 在 DNA 分 子 上 可 遗传 的 永久 性 结构 变化 通称 为 突变 (mnutation) ,而 带 有 一 个 
特定 突变 的 基因 或 基因 组 的 细胞 或 个 体 被 称 为 突变 体 (mutant) 。 

突变 是 各 种 遗传 病 的 “罪魁 祸首 ”, 也 是 癌症 发 生 的 主要 原因 。 然 而 ,突变 不 一 定 就 
是 坏事 ! 事实 上 ,突变 是 地 球 上 所 有 生物 进化 的 动力 ! 但 对 多 细胞 动物 来 说 ,一 般 只 有 
影响 到 生殖 细胞 的 突变 才 具 有 进化 层次 上 的 意义 ,而 就 单 细胞 生物 (细菌 . 古 菌 、. 原 生动 
物 和 某 些 真菌 ) 和 植物 而 言 , 发 生 在 体 细胞 的 突变 一 样 可 以 传 给 后 代 。 


一 、 突 变 的 类 型 与 后 果 
既然 DNA 的 遗传 信息 是 以 碱 基 序列 的 形式 贮存 的 ,那么 DNA 突变 的 本 质 就 是 其 
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碱 基 序 列 发 生 的 任何 变化 。 根 据 碱 基 序列 变化 的 方式 ,DNA 突变 可 分 为 点 突变 (point 
mutation) 和 移 码 或 移 框 突变 (frameshift mutation) 。 

突变 并 不 总 是 产生 表 型 的 变化 ,这 是 因为 一 些 突变 位 点 并 没有 影响 到 基因 的 功能 或 
表达 ,或 者 高 一 级 的 基因 组 功能 (如 DNA 复制 )。 这 样 的 突变 从 进化 的 角度 来 看 属于 中 
性 的 Cneutral) ,因为 它 并 没有 影响 到 个 体 的 生存 和 适应 能 力 。 

单 细 胞 生物 能 够 将 新 产生 的 突变 直接 传 给 其 后 代 , 而 多 细胞 生物 能 和 否 将 突变 传 给 后 
代 则 取决 于 突变 是 发 生 在 生殖 细胞 还 是 体 细 胞 。 如 果 突 变 发 生 在 生殖 细胞 , 则 与 单 细 胞 
生物 一 样 , 可 传 给 后 代 ; 如 果 是 发 生 在 体 细 胞 , 则 一 般 不 会 传 给 后 代 , 除 非 后 代 是 由 突变 
的 体 细 胞 克隆 而 成 的 。 

(一 ) 点 突变 

点 突变 也 称 为 简单 突变 (simple mutation) 或 单一 位 点 窗 变 (singlesite mutation ) 。 
其 最 主要 的 形式 为 碱 基 对 置换 (base-pair substitution) , 专 指 DNA 分 子 单一 位 点 上 所 发 
生 的 碱 基 对 改变 的 突变 ,分 为 转换 (transition) 和 颠 换 (transversion) 两 种 形式 (图 5-30)。 
转换 是 指 两 种 喀 啶 碱 基 (T 和 C) 或 两 种 味 叭 碱 基 (A 和 G) 之 间 的 相互 转变 , 颠 换 是 指 喀 
啶 碱 基 和 味 叭 碱 基 之 间 的 互 变 。 有 时 ,发 生 在 单个 位 点 上 的 少数 核 苷 酸 缺 失 或 插入 (小 
于 5 nt) 也 被 视 为 点 突变 。 


(D) 转换 《2) 颠 换 


| 已 
2 下 > 和 加- 2 
(3) 沉默 突变 错 义 突变 无 义 突变 
TGT 一 =TGC TGT 一 TOG TGT 一 ~ TGA 
Cys 一 = CYys Cys 一 ~ Trp Cys 一 = 终止 


人 图 5-30 碱 基 突 变 的 几 种 方式 


点 突变 带 来 的 后 果 取 决 于 其 发 生 的 位 置 和 具体 的 突变 方式 。 如 果 是 发 生 在 基因 组 
的 “垃圾 >?DNA(Gunk DNA) 上 ,就 可 能 不 产生 任何 后 果 , 因 为 那里 的 碱 基 序列 缺乏 编码 和 
调节 基因 表达 的 功能 ;如 果 发 生 在 一 个 基因 的 启动 子 或 者 其 他 调节 基因 表达 的 区 域 , 则 可 
能 会 影响 到 基因 表达 的 效率 ;如 果 发 生 在 一 个 基因 的 内 部 ,就 有 多 种 可 能 性 。 这 一 方面 取 
决 于 突变 基因 的 终 产 物 是 蛋白 质 还 是 RNA, 即 是 蛋白 质 基 因 还 是 RNA 基因 , 另 一 方面 如 
果 是 蛋白 质 基 因 ,还 取决 于 究竟 发 生 在 它 的 编码 区 ,还 是 非 编 码 区 ,是 内 含 子 ,还 是 外 显 子 。 

发 生 在 蛋白 质 基因 编码 区 的 点 突变 有 三 种 不 同 的 后 果 : 

〈1) 突变 的 密码 子 编码 同样 的 氨基 酸 

这 类 突变 对 蛋白 质 的 结构 和 功能 不 会 产生 任何 影响 ,因此 被 称 为 沉默 突变 Csilent 
mutation) 或 同 义 突变 (same-sense mutation) 。 例 如 ,密码 子 ATT 突变 成 ATC, 决 定 的 仍 
然 是 Ile。 但 同 义 突 变 有 时 因为 密码 子 的 偏爱 性 影响 翻译 的 效率 ,或 者 突变 改变 了 内 部 
的 调控 元 件 而 影响 到 转录 的 效率 和 转录 产物 的 稳定 性 ,或 者 正好 产生 了 隐蔽 的 剪接 位 点 
而 导致 mRNA 前 体 的 后 加 工 发 生变 化 ,这 些 因素 都 有 可 能 引起 表 型 的 变化 。 

《2) 突变 的 密码 子 编码 不 同 的 氨基 酸 

这 类 突变 导致 一 种 氨基 酸 残 基 取 代 另 一 种 氨基 酸 残 基 , 可 能 对 蛋白质 的 功能 不 产生 


第 五 章 DNA 的 损伤 修复 和 突变 


任何 影响 (中 性 的 ) 或 影响 微乎其微 ,也 可 能 产生 灾难 性 的 影响 而 带 来 分 子 病 , 如 灸 状 红 
细胞 贫血 和 襄 性 纤维 变性 (cystic fibrosis) 等 。 由 于 突变 导致 出 现 了 错误 的 氨基 酸 ,因此 ， 
这 样 的 突变 被 称 为 错 义 突变 (missense mutation) 。 如 果 错 误 的 氨基 酸 与 原来 的 氨基 酸 属 
于 同 种 性 质 , 如 Leu 突变 成 Val, 这 种 突变 被 称 为 中 性 突变 (neutral mutation) 。 某 些 错 义 
突变 很 微妙 ,其 产生 的 后 果 只 有 在 极端 的 条 件 下 (如 温度 提高 ) 才 显露 出 来 ,这 样 的 突变 
体 被 称 为 条 件 突变 体 Cconditional mutant) 。 前 面 提 到 的 温度 敏感 型 突变 体 就 属于 条 件 
突变 体 中 的 一 类 。 

(3) 突变 的 密码 子 变 为 终止 密码 子 或 者 相反 

若是 原来 的 密码 子 突 变 为 终止 密码 子 可 导致 一 条 多 肽 链 被 截 短 ,这 称 为 无 义 突变 
(nonsense mutation) ,如 TGC(Cys) 突变 成 TGA。 由 于 终止 密码 子 有 焉 珀 型 (amber， 
TAG) .赭石 型 (ocher, TAA) 和 乳白 型 (opal,TGA) 三 种 形式 .相应 的 无 义 突变 分 别 被 称 
为 琥珀 型 .赭石 型 和 乳白 型 。 无 义 突变 究竟 会 给 一 个 蛋白 质 的 功能 带 来 什么 影响 ,主要 
取决 于 丢失 了 多 少 个 氨基 酸 残 基 。 显 然 丢 失 的 越 多 ,危害 越 大 ;若是 终止 密码 子 突变 成 
非 终 止 密码 子 , 则 会 使 转录 后 的 mRNA 在 翻译 的 时 候 发 生 通 读 ,从 而 使 肽 链 加 长 ,因此 
这 样 的 突变 称 为 加 长 突变 (elongation mutation) 或 通读 突变 (read-through mnutation) 。 例 
如 ,TAG 突变 成 CAG。 由 于 CAG 编码 Gln, 这 可 导致 原来 翻译 终止 的 地 方 却 参 人 了 
Gin。 加 长 突变 可 能 会 改变 多 肽 的 性 质 , 如 影响 其 稳定 性 。 但 一 般 不 会 加 得 很 长 ,因为 通 
常 在 原来 的 终止 密码 子 下 游 还 有 其 他 天 然 的 终止 密码 子 。 

如 果 突 变 发 生 在 蛋白 质 基 因 的 非 编码 区 , 则 可 影响 到 这 个 基因 的 转录 ,转录 后 加 工 
或 翻译 等 。 例 如 ,一 些 地 中 海 贫 血 患 者 是 因为 珠 和 蛋白 基因 内 含 子 含 有 突变 ,影响 到 后 面 
的 剪接 反应 ,导致 翻译 出 来 的 珠 蛋 白 没 有 功能 。 

(二 ) 移 码 突 变 

移 码 突变 是 指 在 一 个 蛋白 质 基 因 的 编码 区 发 生 的 一 个 或 多 个 核 苷 酸 ( 非 3 的 整数 
倍 )? 的 缺失 或 插入 ,如 图 5-31 中 的 (1) (27 和 (4) ,但 (3) 并 不 是 。 由 于 遗传 密码 是 由 3 个 
核 苷 酸 构成 的 三 联 体 密码 (参看 第 九 章 和 蛋白质 的 生物 合成 ), 因 此 ,这 样 的 突变 将 会 导致 
翻译 的 可 读 框 发 生 改 变 , 致 使 插入 点 或 缺失 点 下 游 的 氨基 酸 序列 发 生根 本 性 的 变化 ,但 
也 可 能 会 提前 引入 终止 密码 子 而 使 多 肽 链 被 截 短 。 移 码 突变 究竟 对 和 蛋白质 功能 有 何 影 
响 , 取 决 于 插入 点 或 缺失 点 与 起 始 密码 子 的 距离 。 显 然 , 离 起 始 密码 子 越 近 , 功 能 丧失 的 
可 能 性 就 越 大 。 


(1 Il4 142 13 144 145 (2) 35 36 37 38 39 
十 宙 本 二 和 | [| FE 人 
GCC ARTT TFT GOC 下 Ts TCA GAC ATA TAC CAA. .. 
侧 失 了 仙 失 AT 
Il41 1142 143 144 145 35 36 3 3 39 
司机 由 帮 而 硬 十 下 他 十 大 有 本 人 
GCCE AT IGCCEE Ta TCA GAC ATA CE 办, 
(3) 329 330 331 332 333 (4) 168 1169 170 17 172 
世人 1 
CEGA CT GTT GAC CCGA: GAA ATA GAT AGT CTT. .. 
缺失 TTG 缺失 ATAG 
329 330 331 332 168 169 1l70 171 
下 下 下 人 | 
CCA CTTIT GAC CGA. .， GAA ATA GTC TTI..， 


鸽 5-31 移 码 突变 
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你 认为 原 癌 基 因 和 
抑 癌 基 因 的 突变 , 哪 一 种 通 
常 是 隐 性 的 ?为 什么 ? 
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(三 ) 隐 性 突变 和 显 性 突变 

DNA 突变 可 能 是 显 性 的 (dominant) ,也 可 能 是 隐 性 的 (recessive)( 图 5-32)。 

如 果 罕 变 仅 仅 导致 一 种 蛋白 质 没 有 活性 (loss of function) ,那么 ,这 种 突变 一 般 产 生 
隐 性 性 状 , 属 于 隐 性 突变 。 因 为 染色 体 通 常 是 成 对 的 ( 同 源 染 色 体 ) ,在 二 倍 体 细 胞 内 的 
每 一 个 基因 至 少 有 2 个 拷贝 ,一 条 同 源 染 色 体 上 正常 基因 的 产物 ,能 够 抵消 或 中 和 另 一 
条 同 源 染 色 体 上 突变 的 基因 对 细胞 功能 和 性 状 的 影响 。 因 此 ,只 有 一 对 同 源 染色 体 上 两 
个 等 位 基因 都 发 生 罕 变 , 才 会 影响 到 表 型 。 但 这 种 情形 也 会 有 例外 ,特别 是 一 些 结构 蛋 
白 和 调节 其 他 基因 表达 的 调节 蛋白 ,这 些 蛋 白质 因 突 变 而 丧失 功能 的 时 候 表现 的 是 显 
性 。 这 主要 是 因为 它们 在 机 体内 的 量 对 于 机 体 的 功能 十 分 重要 ,而 细胞 已 无 能 力 再 提高 
正常 拷贝 表达 的 量 以 弥补 基因 罕 变 造成 的 损失 。 例 如 ,人 类 对 工 型 胶原 的 需求 量 特别 
大 ,如 果 它 的 基因 只 有 一 个 拷贝 是 正常 的 话 , 就 会 因为 最 终 产 生 的 这 种 结构 蛋白 的 量 不 
人 够 而 引发 骨 脆 性 增 大 和 早 发 性 耳 登 。 


显 性 突变 
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如 果 帘 变 产 生 的 蛋白 质 对 细胞 有 毒 ,这 种 毒性 就 无 法 被 另 一 条 染色 体 上 正常 基因 表 
达 出 来 的 正常 蛋白 质 所 抵消 或 中 和 ,那么 ,这 种 突变 就 表现 为 显 性 。 显 性 突变 只 需要 两 
条 同 源 染 色 体 上 任意 一 个 等 位 基因 发 生 突变 ,就 可 以 带 来 突变 体 的 表 型 变化 。 


二 、 突 变 的 原因 


突变 可 以 自发 地 发 生 ,也 可 能 来 自 外 部 因素 的 诱导 。 究 其 原因 十 分 复杂 ,几乎 任何 
导致 DNA 损伤 的 因素 都 可 能 成 为 DNA 突变 的 诱因 ,前 提 是 它 科 造成 的 损伤 在 DNA 复 
制 之 前 还 没有 被 体内 的 修复 系统 修复 ,因此 ,可 以 这 样 认 为 ,导致 DNA 损伤 的 因素 在 某 
种 意义 上 同样 可 以 导致 DNA 的 突变 。 正 如 DNA 的 损伤 有 内 、 外 两 种 因素 一 样 ,DNA 突 
变 也 是 如 此 ,由 内 在 因素 引起 的 突变 称 为 自发 突变 (spontaneous mutation) ,由 外 在 因素 
引发 的 突变 称 为 诱发 突变 (induced mutation) 。 这 两 类 突变 都 有 点 突变 和 移 码 突变 。 各 
种 导致 DNA 突变 的 内 、 外 因素 总 称 为 突变 原 (mutagen) 。 

(一 ) 自发 突变 


1. 自发 点 突变 

导致 自发 点 突变 的 原因 有 : 

C) DNA 复制 过 程 中 的 错 配 (参看 第 四 章 DNA 的 生物 合成 ) 
(2) 自发 脱 氨基 


DNA 分 子 上 的 胞 喀 啶 容易 发 生 自发 脱 氨基 反应 ,但 如 果 是 没有 修饰 的 C 发 生 脱 氮 
基 反 应 , 则 转变 成 U。 由 此 产生 的 TU 若 没有 被 细胞 内 的 BER 系统 识别 和 修复 , 则 经 过 一 
轮 DNA 复制 以 后 ,原来 的 C : G 碱 基 对 会 转换 为 工 : A 碱 基 对 [图 5-33(1)]。 此 外 ,如 
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果 是 修饰 的 5- 甲 基 胞 喀 喧 发生 自 发 脱 氨基 反应 , 则 就 变 成 了 工 ,因为 工 是 DNA 分 子 上 
正常 的 碱 基 ,一般 没 有 专门 的 修复 系统 纠正 这 种 错误 ,那么 ,经 过 一 轮 DNA 复制 以 后 , 原 
来 的 C : G 碱 基 对 会 被 转换 为 工 : A 碱 基 对 。 
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G 
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1 we 
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鸽 5-33 自发 脱 氨 基 和 活性 氧 作用 引起 的 碱 基 转 换 


(3) ROS 的 氧化 

细胞 正常 代谢 产生 的 ROS 对 碱 基 造 成 的 损伤 可 改变 碱 基 配 对 性 质 。 例 如 ,ROS 作 
用 乌 叮 叭 的 产物 一 一 8 - 氧 鸟 味 叭 与 A 配 对 ,这 可 以 导致 G : C 碱 基 对 被 颠 换 成 工 : A 碱 
基 对 [图 5-33(2)]。 

(4) 碱 基 的 烷 基 化 

这 里 是 指 细胞 内 一 些 天 然 的 烷 基 化 试剂 (如 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 ) 错 误 地 引起 DNA 上 
某 些 碱 基 的 甲 基 化 ,而 改变 了 碱 基 的 配对 性 质 。 

2. 自发 的 移 码 突变 

引起 自发 移 码 突变 的 主要 原因 有 ”复制 打滑 ”(replication slippage) 和 转 座 作用 。 

(G) 复制 打滑 

DNA 复制 过 程 中 出 现 * 复 制 打滑 ”可 导致 自发 的 移 码 突变 。 当 DNAP 复制 到 一 些 具 
有 短 重 复 序列 的 区 域 (如 微 卫 星 序列 ) 时 , 子 链 和 和 母 链 之 间 容 易 发 生 错 配 而 形成 突 环 结 
构 。 如 果 突 环 出 现在 子 链 上 ,复制 就 会 向 后 打滑 ,导致 插入 突变 ;如 果 突 环 出 现在 母 链 
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DNA 复 制 的 方向 DNA 复 制 的 方向 


3 一 个人 TS 入 


5 一 CTGAGAOA 
3' 一 GCAAAAACGTAC 一 3 一 GACTCTCICTCTGCA 一 
子 链 打 滑 ， 母 链 (模板 链 ) 打滑 ， 
单个 碱 基 环 出 两 个 碱 基 环 出 
号 一 6: 涛 丰 作 大 S' 一 CT GAGAGA 
3' 一 GC AAAAACGTAC 一 3 一 GA CTGTCTCTGCA 一 
重复 序列 “| 重复 序列 
稳定 环 结构 稳定 环 结构 
5' 一 CGG TITTITIGCATG 一 5 一 CT GAGAGAGACGT 
3' 一 GC AAAAACGTAC 一 3 一 ER 一 
下 一 轮 复制 下 一 办 复制 
$' 一 GGTTTTTTGCATG 一 5 一 CGTTTTTGCATG 一 5 一 CTGAGAGAGACGT 一 5 一 CTGAGAGAGAGACGT 一 
3 一 GCAAAAAACGTAC 一 3 一 上-GCAAAAACGTAC 一 3 一 GACTCTCTCTGCA -一 3' 一 'GACICTCTCIETGCA 一 
AT 碱 基 对 插入 GC 和 AT 碱 基 对 侧 失 


食 5-34 复制 打滑 引起 的 插入 或 缺失 突变 


上 ,复制 就 会 向 前 打滑 ,导致 缺失 突变 (图 5- 34)。 如 果 这 种 突变 发 生 在 一 个 基因 的 编码 
区 ,将 可 能 产生 异常 的 蛋白 质 , 而 导致 机 体 病 变 。 例 如 , 享 廷 顿 氏 病 (Huntington s 
disease) 是 CAG( 单 个 CAG 编码 Gln) 重 复 序列 在 五 也 基因 的 编码 区 因 复 制 打滑 增多 造 
成 的 。 正 常人 的 互 D 基因 在 编码 区 内 有 10 一 35 个 CAG 重复 序列 ,但 亨廷顿 氏 病 患者 的 
D 基因 内 的 CAG 重复 序列 高 到 36 一 70 个 ,甚至 更 多 。 


Box 5-4 三 聚 核 背 酸 重复 与 脆性 X 染 色 体 综合 征 


迄今 为 止 , 已 有 数 千 种 人 类 遗传 病 被 发 现 ( 参 看 http://omim. org)。 已 发 现 , 许 多 
遗传 病 涉 及 单个 基因 的 点 突变 ,这 样 的 突变 可 导致 单个 氨基 酸 发 生 取 代 ， 例 如 镰 状 红 
细胞 贫血 。 也 有 一 些 遗 传 病 涉及 的 突变 导致 多 肽 链 合成 提前 终止 ,或 者 可 读 框 发 生 偏 
移 。 对 于 这 些 突变 发 生机 制 的 研究 已 有 比较 大 的 进展 ,其 中 有 邦 干 种 被 发 现 是 基因 序 
列 的 不 稳定 造成 的 ,特别 是 基因 内 三 聚 核 苦 酸 重复 序列 的 重复 次 数 的 变化 ,如 脆性 区 
染色 体 综 合 征 (fragile X syndrome) 。 


脆性 位 点 


正常 X 染 色 体 脆性 X 染 色 体 


脆性 又 染色 体 综 合 征 有 是 第 一 合 被 证 明 与 三 聚 核 兰 酸 CGG 序列 的 不 稳定 有 关 的 遗 
传 病 ,其 临床 表现 主要 为 智障 等 。 家 系 研究 分 析 表 明 ,这 种 遗传 疾病 与 又 染色 体 上 的 
一 种 突变 有 关 。 而 细胞 学 研究 显示 ,该 突变 靠近 X 染色 体 长 臂 的 顶端 ,容易 与 又 染色 
体 其 他 部 分 分 开 , 这 就 是 脆性 一 词 的 由 来 ; 随后 的 分 子 生 物 学 研究 最 终 表 明 ，, 在 脆性 
位 点 ,含有 不 稳定 的 三 聚 核 苷 酸 CGG 重复 ,这 些 重 复 序列 位 于 脆性 X 智 障 基 因 1 
(fragile X mental retardation gene1T，FMR1) 的 5'- 端 非 翻 译 区 。FMR1 编码 的 蛋白 质 
产物 为 EMRP, 在 神经 元 的 树 突 (dendrite) 积 累 , 有 利于 神经 元 与 其 他 细胞 建立 联系 。 
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FMRP 既是 一 种 RNA 结合 蛋白 ,可 以 与 许多 参与 突 触 形成 的 蛋白 质 的 mRNA 结 
合 ,抑制 它们 的 翻译 活性 ,如 微 管 相 关 蛋 和 白 1B(Cmicrotubule-associated protein 1B， 
MAP1B) 和 钙 离 子 /人 钙 调 蛋白 依赖 性 蛋白 质 激酶 开 (Calciumycalmodulin dependent 
protein kinase 芽 ) ,也 可 以 与 细胞 质 EMR1 作用 有 蛋白 1(cytoplasrmic FMR1 interacting 
protein 1,CYFIP1) 结 合 , 通 过 作用 翻译 起 始 因子 elIF4 瑟 ,抑制 其 他 一 些 分 布 在 突 触 中 
的 蛋白 质 的 翻译 起 始 , 如 突 触 相关 蛋白 90(syriapse-associated protein 90,SAP- 90) 和 
谷 氨 酸 受 体 1/2(GluR1/2)。 下 MPR 对 这 些 蛋白 质 合成 活性 的 下 调 ,显然 对 于 突 触 结 
构 的 可 塑性 有 重要 影响 
脆性 驻 娄 色 体 综合 征 得 者 体内 明显 不 能 制 适 FMRP， 因此 FMRI1 不 能 表达 是 过 
种 遗传 病 的 主要 原因 。 但 是 ,位 于 下 MRI1 基因 5- 端 非 翻译 区 的 CGG 重复 序列 的 不 稳 
定 是 如 何 能 够 导致 FMRI1 基因 无 法 表达 的 呢 ? 根据 对 CGG 重复 次 数 的 分 析 , 发 现 正 
常 表达 的 FMR1 基因 硅 有 的 CGG 重复 次 数 为 6 一 59, 而 不 能 表达 的 FMR]1 基因 含有 
的 CGG 重复 次 数 超过 了 200。 当 重复 次 数 突破 200 的 时 候 ,FMRI1 基因 的 启动 子 和 局 
动 子 周围 的 CG 序列 发 生 高 度 的 甲 基 化 修饰 ,这 可 能 是 导致 EMR1 基因 不 能 表达 的 直 
接 原因 。 
然而 ,现在 还 有 一 个 问题 :就 是 对 于 CGG 重复 次 数 在 60 一 200 的 人 来 说 ,情况 会 
是 如 何 呢 ? 事实 表明 ,这 些 人 通常 不 表现 有 脆性 和 染 色 体 综合 征 症 状 , 但 他 们 的 后 代 
则 不 那么 幸运 了 ,经 常 有 人 连 状 表现 。 因 此 ,CGG 重复 次 数 在 60 一 200 的 人 被 认为 处 于 
突变 前 状态 (Piemutation state)。 这 又 是 为 什么 呢 ? 因为 在 这 些 人 体内 的 生殖 细胞 进 
行 DNA 复制 的 时 候 ,可 发 生 错 配 滑 移 ,致使 重复 次 数 增加 。 如 果 他 们 的 后 代 刚 好 源 自 
重复 次 数 增加 的 生殖 细胞 ; 喜 可 能 表现 出 脆性 叉 染 色 体 综合 征 。 但 奇怪 的 是 ,这 种 重 
复 次 数 的 增加 似乎 只 发 生 在 女性 生殖 细胞 内 ! 对 此 现象 还 没有 一 个 很 好 的 解释 。 
除了 脆性 和 X 妆 色 体 综合 征 以 外 ， 还 有 其 他 一 些 神经 退化 性 疾病 与 三 聚 核 苷 酸 重复 
序列 的 不 稳定 有 关 ，, 如 背 苯 延 朵 肌 姜 缩 症 ( spinobulbar-muscularatrophby ;SBMA) 和 说 
延 顿 舞 路 病 (Huntingtom's disease)。 这 两 种 遗传 病 涉及 的 三 聚 核 茸 酸 重复 序列 位 于 
基因 编码 区 ,是 Glmr 的 密码 子 CAG, 前 者 位 于 染 色 体 上 雁 激 素 受 体 (androgen 
receptor) 基 因 的 第 一 个 外 显 子 ,后 者 位 于 也 和 
第 下 2 


(2) 转 座 子 的 转 座 作用 

和 DNA 片段 (参看 第 六 章 DNA 重组 ) , 它 很 容易 导致 突变 
的 发 生 。 当 一 个 基因 内 部 被 转 座 子 插入 以 后 ,不 仅 会 引起 移 码 突变 ,还 可 能 导致 基因 的 
中 汤 和 失 活 等 其 他 变化 。 

(二 ) 诱发 突变 

1. 诱发 点 突变 

能 够 诱发 点 突变 的 突变 原 有 以 下 几 类 ， 

(1) 碱 基 类 似 物 

碱 基 类 似 物 与 天 然 碱 基 在 结构 上 十 分 相似 ,如 5 -省 尿 喀 叶 (5 - bromodeoxyuracil， 
5- BrU) 与 工 相似 ,2 -氨基 叮 叭 与 A 相 似 。 在 它们 进入 细胞 后 ,可 经 核 苷 酸 合成 的 补救 
径 转 变 成 相应 的 dNTP 类 似 物 ,然后 在 DNA 复制 过 程 中 以 假 乱 真 进入 DNA 链 。 但 

是 ,由 于 它们 在 结构 上 与 真正 碱 基 的 差异 ,致使 配对 性 质 发 生变 化 。 以 5- BrU 为 例 , 在 
细胞 内 它 会 代替 工 参 人 到 一 个 正在 合成 的 DNA 链 上 ,但 与 工 不 同 的 是 , 它 在 体内 更 容 
易 转 变 为 烯 醇 式 。 由 于 烯 醇 式 的 5- BrU 与 G 配 对 ,这 将 最 终 导致 DNA 分 子 中 的 A:T 
碱 基 对 转换 成 G : C 碱 基 对 (图 5-35)。 
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侠 5-35 5- 涛 尿 喀 啶 诱发 的 点 突变 


同 理 ,2 -氨基 味 叭 在 细胞 内 可 代替 A 进入 正在 复制 的 DNA 链 中 ,但 在 下 一 轮 复制 
时 , 它 作为 模板 既 能 与 工 又 能 与 C 配 对 。 但 如 果 是 与 C 配 对 ,最 终 可 导致 A : 工 转换 成 
ECGn 

《2) 烷 基 化 试剂 

碱 基 可 被 烷 基 化 试剂 (如 所 共和 硫 芥 等 ) 化 学 修饰 而 改变 配对 性 质 ,从 而 将 碱 基 对 的 
转换 引入 DNA 分 子 之 中 (图 5- 36)。 例 如 ,6 - 甲 基 鸟 味 叭 可 以 和 工 配 对 ,从 而 导致 
G: C 转换 为 A: T。 此 外 , 某 些 双 功能 烷 基 化 试剂 可 导致 DNA 的 链 间 交 联 ,而 引起 染 
色 体 的 断裂 。 

(3) 脱 氨基 试剂 

亚 硝 酸 是 一 种 无 特异 性 的 脱 氨基 试剂 , 它 诱发 的 脱 氨 基 反 应 与 碱 基 的 自发 脱 氨 基 的 
结果 是 一 样 的 ,只 不 过 是 它 在 体内 能 加 快 这 种 过 程 。C、A 和 G 在 亚 硝酸 的 作用 下 ,分别 
转变 成 尿 喀 啶 、 次 黄 味 叭 和 黄 哄 叭 。 除 了 黄 味 叭 的 配对 性 质 与 G 一 样 没有 改变 以 外 ,其 
他 两 种 碱 基 配 对 性 质 都 有 变化 ,这 种 变化 将 最 终 导 致 碱 基 对 的 转换 (图 5- 36)。 

亚 硫 酸 则 是 一 种 对 C 专 一 性 的 脱 氨基 试剂 ,能 促进 C 转变 成 U。 

(4) 羟 胺 

产 胺 在 细胞 内 能 够 直接 修饰 碱 基 ,而 改变 它们 的 配对 性 质 , 从 而 引发 碱 基 对 的 转换 。 
例如 ,C 经 羟 胺 的 修饰 便 变 成 了 能 与 A 配 对 的 羟 胞 喀 啶 ,这 最 终 可 以 导致 DNA 分 子 上 的 
C : G 转换 成 工 : A。 
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图 5-36 诱 变 剂 诱发 的 点 突变 


2. 诱发 移 码 突变 

DNA 欣 入 试剂 (intercalating agent) ,如 咱 啶 黄 (acridine orange)、 原 黄 素 (proflavin) 
和 省 化 乙 喧 (Cethidium bromide，EB) 等 ,都 是 一 类 结构 扁平 的 多 环 分 子 , 可 插入 到 碱 基 之 
间 ,与 DNA 分 子 上 的 碱 基 杂 环 相 互 作 用 ,致使 双 螺 旋 拉 长 ,并 骗 过 DNAP, 让 DNA 在 复 
制 的 时 候 发 生 移 码 突变 。 如 果 嵌 人 试剂 插入 到 复制 的 模板 链 上 , 则 子 链 在 延伸 时 会 在 位 
于 凡 人 试剂 分 子 的 对 面 随机 插 人 一 个 核 苷 酸 ,诱发 插 和 人 突变 ;相反 ,如 果 骨 和 人 试剂 分 子 择 
入 到 正在 延伸 的 子 链 上 ,那么 在 进行 下 一 轮 复制 的 时 候 , 一 旦 谋 入 分 子 脱 落 ,就 会 导致 缺 
失 突 变 ( 图 5- 37)。 
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GE 二 母 细胞 比 哺 乳 动 
物 细 胞 更 适合 为 研究 线 粒 
体 DNA 损伤 .修复 和 突变 的 
材料 。 你 认为 其 中 的 原因 是 
什么 7 
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(1) 碱 基 类 似 物 


7 sy 
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妃 5 - 37 ”嵌入 试剂 诱发 的 移 框 突变 侠 5-38 各 种 化 学 诱 变 剂 化 学 结构 
除了 上 述 各 种 能 够 直接 导致 DNA 发 生 突变 的 试剂 以 外 ,还 有 一 些 因 素 ( 特 别 是 离子 


辐射 和 UV) 通 过 直接 损伤 DNA, 诱 发 易 错 的 TLS 或 NHEJ 而 间接 导致 突变 。 
三 、 正 向 突变 .回复 突变 与 突变 的 校正 


(一 ) 正 向 突变 和 回复 突变 

回复 突变 是 相对 于 正 向 突变 (forward mutation) 而 言 的 。 它 们 根据 突变 的 效应 是 背 
离 还 是 返回 到 野生 型 这 两 种 方向 来 区 分 。 正 向 突变 是 指 改变 子 野 生 型 性 状 的 突变 ,而 回 
复 突 变 (reverse mutation 或 back mnutation) 则 在 起 始 突变 位 点 上 发 生 第 二 次 突变 ,致使 
原来 的 野生 表 型 得 到 恢复 。 表 型 能 够 在 回复 突变 中 恢复 ,可 能 是 因为 突变 点 编码 的 氨基 
酸 变 成 原来 的 氨基 酸 或 者 性 质 相 近 的 氨基 酸 , 从 而 使 原来 突变 蛋白 的 功能 得 到 部 分 或 完 
全 恢复 (图 5-39)。 
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(二 ) 校正 突变 
校正 突变 (suppressor mutation) 有 时 被 称 为 假 回复 突变 (pseudo-reverse mutation ) ， 
它 是 指 发 生 在 非 起 始 突变 位 点 上 但 能 中 和 或 抵消 起 始 突变 的 第 二 次 突变 ,可 分 为 基因 内 
校正 (Cintragenic suppressors) 和 基因 间 校 正 (Cintergenic suppressors) 。 
1. 基因 内 校正 : 
基因 内 校正 与 起 始 突变 发 生 在 相同 的 基因 内 , 它 可 能 通过 点 突变 或 移 码 突变 来 实现 
校正 。 显 然 ,点 突变 一 般 只 能 校正 点 突变 , 移 码 突变 只 能 校正 移 码 突变 。 如 图 5- 40 所 
示 ,一 个 基因 起 始 密码 子 ATG 之 后 的 第 三 个 密码 子 TAC 先 发 生 了 颠 换 , 变 成 了 终止 密 
但 子 TAG。 这 是 一 个 无 义 突变 ,如 果 没 有 基因 内 校正 ,会 导致 翻译 提前 结束 。 然 而 , 倘 
若 在 突变 的 密码 子 内 再 发 生 第 二 次 突变 ,让 TAG 变 成 CAG, 则 第 二 次 突变 便 校 正 了 第 
SD 序 列 起 始 密码 子 We 
5 一 < 国 国 玉 CAcAcTGCATGCCCAAATACTTTGGGTGA- 3， 
3 -GTCC TGTTGTGACGTACGGGTTTATGANAACCCACT=- 5 
无 义 突变 (第 一 次 突变 ) [ 呈 
5 -CAGGACAACACTGCATGCCCAAATAGTTTGGGTGA=- 3 
3 -GTCC TGTTGTGACGTACGGGTTTATCAAACCCACT=- 3 
基因 内 校正 (第 二 次 突变 ) 
和 -CAGGACAACACTGCATGCCCAAACAGTTTGGGTGA=-3' 
3 -GTCGC TGTITGTGACGTACGGGTTTITGTGAAACCCACT-- 环 
侠 5-40 基因 内 校正 


点 突变 来 校正 还 可 以 通过 恢复 一 个 基因 产物 内 2 个 残 基 ( 氮 基 酸 残 基 或 核 昔 酸 残 
基 ) 之 间 的 功能 关系 来 实现 。 具 体 机 制 可 能 是 2 次 突变 相互 抵消 了 2 个 残 基 的 变化 ,从 
而 恢复 了 2 个 残 基 之 间 的 相互 作用 ,致使 基因 产物 能 够 正确 地 折 释 ,或 者 是 2 个 相同 的 
亚 基 能 够 组 装 成 有 功能 的 同 源 二 聚 体 。 现 举 一 例 说 明 ,假定 一 个 蛋白 质 的 正确 折 短 需要 
在 Lys3 和 Glu50 残 基 侧 链 之 间 形 成 离子 键 。 显 然 , 若 Lys3 突变 成 Glu3 ,将 会 导致 原来 
的 蛋白 质 因 不 能 正确 折叠 而 丧失 功能 。 但 是 ,如 果 它 的 Glu50 残 基 也 发 生 了 突变 ,而 且 
突变 成 了 Lys50, 则 可 以 恢复 Glu 残 基 与 Lys 残 基 之 间 的 离子 键 , 致 使 突变 的 蛋白 质 仍 然 
能 正确 折 释 ,并 恢复 原 有 的 功能 。 

如 果 是 由 移 码 突变 来 校正 , 则 起 始 突变 一 般 也 是 移 码 突变 ,而 且 移 码 的 方向 相反 , 且 
数目 相同 。 例 如 ,一 个 基因 的 第 一 次 突变 是 十 1 移 框 , 如 果 有 第 二 次 突变 正好 发 生 在 它 
的 附近 ,而 且 是 一 1 移 框 的 话 ,那么 ,第 二 次 突变 很 有 可 能 就 是 一 次 基因 内 校正 。 

2. 基因 闻 校 正 

基因 间 校 正 发 生 在 另外 一 个 与 第 一 次 突变 不 同 的 基因 上 , 绝 大 多 数 是 在 翻译 水 平 上 
起 作用 。 这 种 发 生 第 二 次 突变 具有 校正 功能 的 基因 称 为 校正 基因 。 一 般 而 言 ,每 一 种 校 
正 基因 只 能 校正 无 义 突变 、 铺 义 突变 或 移 框 突变 中 的 一 种 。 

校正 基因 通常 通过 恢复 2 个 不 同 基因 产物 之 间 的 功能 关系 来 实现 ,如 在 2 条 不 同 的 
多 肽 链 、2 个 不 同 的 RNA 或 者 1 条 多 肽 链 和 1 个 RNA 之 间 。 绝 大 多 数 校正 基因 编码 
tRNA, 这 些 具 有 校正 功能 的 tRNA 称 为 校正 疏 NA。 校 正 尽 NA 通过 其 内 部 突变 的 反 密 
码 子 ,来 校正 mRNA 上 一 个 突变 的 密码 子 , 恢 复 两 者 之 间 的 功能 联系 ,从 而 使 翻译 出 来 
的 多 肽 链 的 氨基 酸 序列 恢复 正常 。 

校正 tRNA 不仅 能 够 校正 无 义 突变 ,还 能 校正 错 义 突变 ,甚至 能 校正 移 码 突变 。 但 
由 于 校正 tRNA 基因 在 细胞 内 与 野生 型 了 RNA 基因 共存 ,其 产物 即 校正 {NA 会 与 野生 
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型 tRNA 或 翻译 的 终止 释放 因子 竞争 ,这 可 能 会 导致 正常 的 翻译 反而 出 现 错 义 或 通读 。 

如 果 校 正 基因 不 是 RNA 的 基因 ,而 是 一 个 蛋白 质 基因 , 则 校正 机 制 通常 是 通过 其 编 
码 的 蛋白 质 上 的 一 个 氨基 酸 残 基 变化 ,去 抵消 发 生 第 一 次 突变 的 那个 蛋白 质 上 的 氨基 酸 残 
基 变 化 ,致使 这 两 种 蛋白 质 照 样 能 够 正常 地 组 装 在 一 起 ,形成 有 功能 的 异 源 寡 聚 体 蛋 白 。 

(1) 无 义 突变 的 校正 

如 果 一 个 无 义 突变 落 在 mRNA 的 一 个 特定 密码 子 上 ,那么 校正 突变 就 发 生 在 DNA 
上 编码 野生 型 tRNA 的 反 密 码 子 上 ,从 而 使 发 生 突变 的 密码 子 能 被 突变 的 RNA 识别 ， 
结果 依然 能 被 翻译 成 正常 的 氨基 酸 。 例 如 ,一 个 RNAY 的 反 密 码 子 发 生 突变 ,从 GUA 
颠 换 成 CUA, 这样 的 突变 使 之 能 识别 一 个 mRNA 分 子 上 因 突 变 产生 的 终止 密码 子 UAG 
(由 一 个 Tyr 的 密码 子 UAC 颠 换 而 成 ) ,于 是 原来 的 无 义 突变 得 到 校正 (图 5- 41)。 


(1) 无 校正 的 无 义 突变 
正常 的 蛋白 质 基 因 突变 事件 突变 基因 
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二 
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GAN GEA 因子 
mRNA 5 ssCeUUAGNSE 3 mRNA 5 2UCCUUAGRR 3 
| 三 
继续 翻译 翻译 提前 终止 密码 子 
| | 
人 
1 被 截 短 的 多 肽 链 
完整 的 多 肽 链 
(2) 被 校正 的 无 义 突变 
正常 的 蛋白 质 基因 
DNA 模 板 链 ”3 EREEGGXIRIIGIEEEE 53， 人 3' 于 


| 
完整 的 多 肽 链 完整 的 多 肽 链 


侠 5-41 基因 间 校 正 


〈2) 错 义 突变 的 校正 

对 于 这 种 形式 的 校正 还 不 完全 了 解 。 其 中 涉及 的 机 制 可 能 是 一 个 突变 的 tRNA 能 
阅读 一 个 mRNA 上 错误 的 密码 子 , 从 而 导致 正常 的 氨基 酸 的 参 人 。 

《3) 移 码 突变 的 校正 

这 种 方式 非常 罕见 ,有 两 种 方式 :第 一 种 方式 是 在 一 个 突变 的 tRNA 分 子 上 ,出 现 了 
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由 4 个 核 苷 酸 组 成 的 密码 子 , 它 能 够 阅读 一 个 突变 mRNA 分 子 上 由 4 个 核 昔 酸 构成 的 
密码 子 ; 第 二 种 方式 是 由 核糖 体 蛋 白 的 突变 引起 ,这 种 突变 引起 了 核糖 体 在 翻译 的 时 候 
发 生 反方 向 的 移 框 。 

(4) 迁 回 校正 (bypass suppressor) 

还 回 校正 是 一 种 生理 意义 上 的 校正 ,该 机 制 通 常 适用 于 一 条 信号 通路 。 如 图 5 - 42 
所 示 ,和 蛋白质 C 的 突变 使 得 信号 无 法 从 C 传 给 D, 而 导致 整个 信号 通路 无 法 正常 运转 。 
然而 ,发 生 在 蛋白 质 D 上 的 突变 若 能 让 它 绕 过 C, 直 接 从 和 蛋白质 也 得 到 信号 ,将 使 原来 的 
言 号 通路 恢复 畅通 。 


A B G D E 
! 第 一 次 突变 发 生 
， 在 蛋白 质 C 上 
汪 5 
A B 忆 D E 
/第 二 次 突变 发 生 
A B C* ” 在 蛋白 质 D 上 


, 
D” BE 
和 儒 5-42 迁 回 校正 


再 如 ,一 种 突变 导致 机 体内 某 一 代谢 产物 的 量 减 半 , 然 而 如 果 有 另外 一 种 突变 可 以 
提高 量 减 半 产物 的 可 得 性 和 运输 能 力 , 这 就 可 以 防止 第 一 种 突变 给 机 体 带 来 的 危害 。 


四 、 突 变 原 与 致癌 物 之 间 的 关系 以 及 致癌 物 的 检测 


据 估计 ,多 达 80 为 的 人 类 癌症 是 由 各 种 导致 DNA 损伤 或 者 干扰 DNA 复制 或 损伤 
修复 的 致癌 物 或 致癌 原 (carcinogen) 引 发 的 ,因此 致癌 物 一 般 也 是 突变 原 。 由 于 许多 致 
癌 物 是 人 工 合成 的 ,如 许多 食品 添加 剂 .化 妆 品 `. 杀 虫 剂 和 农药 等 ,因而 需要 建立 一 套 快 
速 检 测 一 种 物质 是 否 是 致癌 物 的 方法 。 既 然 致癌 物 一 般 是 突变 原 , 那 么 完全 可 以 根据 一 
种 物质 的 致 变性 来 推测 其 潜在 的 致癌 性 。 

1975 年 , Bruce Ames 建立 了 沙门 氏 
菌 回复 突变 试验 法 , 即 Ames 试验 (Ames 
test) 法 , 它 是 使 用 突变 性 推测 致癌 性 的 一 
种 较为 流行 的 检测 方法 。 该 法 简便 、 快 
捷 、 敏 感 、. 经 济 , 且 适 用 于 测试 混合 物 , 能 


反映 多 种 化 学 物质 的 综合 效应 。Ames 试 组 氨 酸 营养 缺陷 型 

验 的 原理 是 (图 5-43): 鼠 伤寒 沙门 氏 菌 鼠 伤寒 沙门 氏 菌 菌株 
(Sazzmzozmezla zyzpjnzizzzriuzz ) 的 组 氨 酸 营养 CN 
缺陷 型 his- ) 菌 株 ,在 含 微量 His 的 培养 


基 中 , 除 极 少数 发 生 自发 回复 突变 的 细胞 


雪 
外 ,一 般 只 能 分 裂 几 次 ,形成 在 显微镜 下 二 
才能 见 到 的 微 菌 落 。 然 而 ,一 旦 受 化 学 诱 0 
变 剂 作用 ,大 量 细胞 会 发 生 回复 突变 , 自 起 让 
行 合成 His, 长 成 肉眼 可 见 的 菌落 。 某 些 自发 回复 突变 人 
化 学 物质 需 经 代谢 活化 才 有 致 变 作用 ,这 转 5- 43 Ames 试 验 


就 需要 在 测试 系统 中 加 入 哺乳 动物 肝 细胞 微粒 体 酶 ,以 弥补 体外 实验 缺乏 代谢 活化 系统 
的 不 足 。 
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科学 故事 一 一 pS3 从 总 走 白 到 抗 总 蛋白 的 角色 转换 


现在 ,学 过 分 子 生 物 学 的 人 都 应 该 听 说 过 p53。Pp53 是 一 种 十 分 重要 的 抑 癌 蛋 
白 , 编 码 它 的 基因 是 一 种 重要 的 抑 癌 基因 , 它 对 于 植物 以 外 的 真 核 生 物 来 说 极其 重 
要 ,被 很 多 人 誉 为 基因 组 的 保护 神 (the guardian of the genome) ,作为 抑制 不 正常 细 
胞 增殖 的 关键 蛋白 ,可 通过 诱导 细胞 凋 亡 、 细 胞 衰老 和 暂时 的 细胞 周期 停滞 而 产生 
抑制 的 效果 。 然 而 ,在 1979 年 它 最 初 被 发 现 的 时 候 , 却 被 误 以 为 是 一 种 由 癌 基 因 编 
码 的 蛋白 质 。 

在 20 世纪 70 年代, 肿瘤 研 究 者 开始 关注 肿瘤 病毒 是 如 何 让 正常 细胞 转化 成 癌 
细胞 的 。 在 研究 中 ,发 现 了 一 些 RNA 肿瘤 病毒 带 有 所 谓 的 病毒 癌 基 因 ,与 宿主 细胞 
内 的 原 癌 基因 是 同 源 的 ,在 宿主 细胞 内 表达 以 后 可 直接 导致 细胞 的 癌变 。 于 是 ,有 
人 提出 了 癌症 的 病毒 学 理论 。 然 而 ,对 同样 可 导致 细胞 癌变 的 DNA 肿瘤 病毒 是 如 
何 起 作用 的 还 是 一 个 迷 。 例 妇 , 人 乳头 瘤 病毒 (human papilloma virus，HPV) 、 多 瘤 
病毒 (polyoma virus) 、 猿 猴 病 毒 40(Simian Virus 40，SV40) 和 EB 病毒 (Epstein- 
Barr virus) 等 。 这 是 因为 DNA 肿瘤 病毒 并 不 带 有 与 宿主 细胞 同 源 的 基因 。 但 在 它 
们 感染 宿主 以 后 ,其 基因 组 在 宿主 体内 表达 的 蛋白 质 ; 可 被 宿主 的 免疫 系统 视 为 外 
来 的 物质 ,而 诱发 抗体 的 产生 ,因此 被 称 为 肿瘤 抗原 (tumor antigen) 。 

在 探索 DNA 肿瘤 病毒 是 如 何 诱 发 肿瘤 的 过 程 中 ,SV40 和 多 瘤 病 毒 引 起 了 人 们 
的 注意 。 这 两 种 病毒 有 很 大 相似 之 处 ,在 体外 和 体内 它们 均 可 转化 细胞 或 者 诱发 动 
物 生 瘤 。SV40 病毒 和 多 瘤 病毒 之 间 的 相似 性 使 得 研究 者 可 以 对 这 两 种 病毒 进行 平 
行 研究 ,从 而 相互 验证 任何 一 方 结 果 。 

在 研究 SV40 过 程 中 ,除了 发 现 该 病毒 编码 2 种 肿瘤 抗原 , 即 小 { 抗 原 (t 
antigen) 和 大 工 抗原 (T antigen) 以 外 ,还 发 现 了 一 种 大 小 53 kDa 的 蛋白质 ,考虑 到 
已 发 现 多 瘤 病毒 可 表达 与 转化 细胞 有 关 的 三 种 抗原 :90 kDa 的 大 抗原 .55 kDa 的 中 
间 抗 原 和 17 kDa 的 小 抗原 ,所 以 一 开始 以 为 这 种 53 kDa 的 蛋白 质 也 是 SV40 的 一 
种 抗原 。 于 是 ,当时 寻找 SV40 的 中 间 抗 原 成 为 一 项 重要 的 研究 内 容 , 只 是 到 了 后 来 
才 很 清楚 ,SV40 并 不 存在 中 间 tt 抗原 ,事实 上 ,法 国 Pierre May 实验 室 的 Michel 
Kress 发 现 ,编码 这 种 蛋 和 白质 的 不 是 SV40, 而 是 宿主 细胞 。 同 时 ,他 还 发 现 , 这 种 蛋 
白质 集中 在 肿瘤 细胞 的 细胞 核 , 并 与 大 工 抗 原 结合 在 一 起 。 - 

显示 这 种 53 kDa 的 蛋白 质 存 在 的 第 一 条 线索 出 现在 20 世纪 70 年 代 中 期 ,由 纽 
约 州立 大 学 的 Peter Tegtmeyer 为 首 的 研究 小 组 在 研究 SV40 的 大 工 抗 原 的 过 程 
中 ,他 们 用 抗 大 工 抗 原 的 血清 沉淀 受 SV40 感染 的 细胞 抽取 物 ,结果 电泳 时 在 凝 胶 
上 出 现 大 小 不 同 的 条 带 ,其 中 有 一 个 较 小 的 蛋白 质 , 大 小 为 50 kDa, 因 此 它 不 可 能 是 
大 抗原 的 条 带 。 很 可 惜 ,Tegtmeyer 他 们 并 没有 对 这 种 蛋白 质 产 生 兴 趣 , 但 后 来 其 他 
研究 小 组 使 用 了 类 似 方 法 得 到 的 一 种 大 小 为 53 kDa 的 有 蛋白质, 实际 上 就 是 
Tegtmeyer 在 1975 和 1977 年 发 表 的 论文 上 提 到 的 大 小 为 50 kDa 的 蛋白 质 。 这 里 
就 有 英国 帝国 学 院 的 David Lane 和 Lionel VCrawford 等 人 组 成 的 研究 小 组 , 正 是 
他 们 详细 报道 了 53 kDa 蛋白 的 存在 。 他 们 一 开始 是 想 制 备 对 大 工 抗原 特异 性 更 强 
的 抗 血清 ,于 是 就 用 免疫 沉淀 过 的 大 工 抗 原 诱导 产生 抗 大 工 抗原 的 血清 ,很 快 就 大 
大 地 减少 了 在 抗 大 工 抗原 血清 和 SV40 转化 过 的 小 鼠 细 胞 抽取 物 之 间 免 疫 反 应 产 
生 的 非特 异性 沉淀 物 。 这 时 ,有 两 种 蛋白 质 被 沉淀 下 来 ,其 中 就 包括 大 小 为 53 kDa 
的 蛋白 质 。 当 时 ,他 们 推测 这 种 蛋白 质 来 自 和 宿主 细胞 ,因为 首先 它 不 存在 于 犁 解 的 
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感染 细胞 ,其 次 SV40 基因 组 的 大 小 已 不 大 可 能 再 编码 如 此 大 的 第 三 种 抗原 蛋白 了 。 
很 快 他 们 又 证 实 了 这 种 53 kDa 的 蛋白 质 在 没有 大 工 抗 原 的 存在 下 ,单独 无 法 被 抗 
大 工 抗 原 的 血清 沉淀 。 因 此 ,他 们 得 出 ,这 种 由 宿主 细胞 编码 的 蛋白 质 与 大 工 抗原 
在 细胞 内 形成 了 寡 聚 复合 物 。 再 经 过 几 次 修正 ,他 们 有 关 与 大 工 抗原 结合 的 53 kDa 
的 宿主 蛋白 终于 在 1979 年 3 月 的 Nature 上 发 表 了 。 

仅仅 2 个 月 以 后 ,来 自 Princeton 大 学 Arnold Levine 等 人 在 Cel! 上 发 表 了 一 篇 
论文 ,解释 了 在 SV40 转化 的 细胞 和 没有 受到 SV40 感染 的 畸 胎 癌 细 胞 中 均 发 现 了 
一 种 大 小 为 54 kDa 的 宿主 蛋白 ,后 来 被 确认 为 pb53。 他 们 在 研究 中 发 现 , 在 上 述 两 
种 细胞 中 ,一 种 大 小 为 54 kDa 的 蛋白 质 可 以 被 带 有 SV40 诱导 产生 肿瘤 的 动物 产生 
的 抗 血清 沉淀 下 来 。 为 了 确定 这 种 蛋白 质 是 否 与 大 工 抗原 同 源 , 他 们 进行 了 部 分 肽 
谱 分 析 , 但 结果 显示 样式 不 同 。 后 来 在 1979 年 8 月 ,又 有 2 篇 类 似 的 论文 在 
Jorrnaal o 太 Virology 上 发 表 了 ,只 不 过 所 报道 的 蛋白 质 大 小 为 55 kDa。 

在 此 期 间 , 还 有 一 组 研究 者 在 用 免疫 学 的 手段 研究 机 体 对 肿瘤 的 免疫 反应 ,他 
们 是 位 于 纽约 的 斯 隆 疡 特 灵 癌症 中 心 (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center ) 的 
Albert B.， DeLeo 和 他 的 同事 们 ,他 们 是 研究 动物 对 移入 的 肿瘤 的 免疫 反应 ,结果 发 
现 了 针对 化 学 试剂 诱导 产生 的 肿瘤 的 抗 血清 对 经 化 学 转化 的 细胞 的 抽取 物 ,可 免疫 
沉淀 一 种 大 小 为 53 kDa 的 蛋 和 白质, 他们 的 研究 成 果 发 表 在 1979 年 5 月 的 Proc， 
Natl. Acad. Sci 上 。 在 文中 ,他 们 将 这 种 蛋白 质 命 名 为 P53。 

尽管 很 多 人 对 p53 的 发 现 异 常 兴奋 ,但 是 它 一 开始 就 被 许多 分 子 生物 学 家 认定 
是 一 种 普通 的 瘤 基因 编码 的 蛋白 质 。 后 来 ,差不多 花 了 研究 者 们 10 年 的 精心 研究 
才 对 它 " 平 反 昭 雪 ”, 确 定 它 不 是 癌 基 因 的 产物 ,而 是 抑 癌 基因 的 产物 ,并 进一步 确定 
它 在 肿瘤 发 生发 育 和 其 他 生理 过 程 中 的 作用 主要 是 协调 细胞 周期 对 DNA 损伤 或 
其 他 胁迫 信号 的 反应 。 到 了 20 世纪 90 年 代 ,p53 吸引 了 更 多 人 的 关注 。1993 年 
Levine 和 Lane 因为 在 癌症 研究 中 独立 地 发 现 了 p53, 而 获得 了 瑞士 Charles 
Rodolphe Brupbacher 奖 。 

人 们 之 所 以 一 开始 将 p53 误 以 为 是 一 种 癌 基 因 的 产物 ,是 因为 最 先 克隆 到 的 不 
是 野生 型 的 p53, 而 是 它 的 突变 体 。 

在 1984 年 以 后 ,肿瘤 学 界 在 第 一 批 细胞 内 的 瘤 基 因 得 到 克隆 和 分 析 以 后 经 历 
了 一 场 革命 ,例如 ,有 人 发 现 ras 癌 基 因 的 突变 可 导致 多 种 细胞 的 癌变 。 同 时 ,分 子 
生物 学 的 发 展 让 一 些 新 的 方法 和 技术 得 到 应 用 。 最 终 , 瘤 症 的 病毒 理论 , 即 " 敌 人 来 
自 外 部 ”被 抛弃 ,取而代之 的 是 细胞 原 癌 基 因 激 活 的 理论 , 即 “ 敌 人 来 自 内 部 ”。 于 
是 ,p53 的 命运 与 几 个 重要 的 知识 和 方法 信条 联系 在 一 起 。 小 鼠 和 人 的 p53 基因 先 
后 在 1982 和 1983 年 被 克隆 。 而 在 1984 年 ,Natare 发 表 的 3 篇 论文 显示 ,p53 的 转 
染 可 以 和 另 一 个 癌 基 因 一 起 共同 转化 细胞 ,这 让 人 很 容易 得 出 编码 p53 的 是 一 种 癌 
基因 。 此 外 ,将 p53 的 基因 视 为 癌 基 因 也 可 以 解释 其 他 一 些 现象 ,如 它 积累 在 肿瘤 
细胞 内 ,将 p53 圾 除 可 诱导 细胞 分 裂 受 阻 等 。 总 之 , 瘤 基因 诱导 肿瘤 的 思维 模式 决 
定 了 对 p53 一 开始 的 定位 。 

然而 ,1984 年 的 兴奋 是 短命 的 。 在 1985 一 1988 年 ,对 p53 的 研究 遭遇 到 一 些 困 
难 ,在 这 段 时 间 发 表 的 有 131 篇 有 关 它 的 论文 无 法 将 其 与 癌 基 因 家 族 相 联系 。 其 中 
最 重要 的 发 现 是 编码 b53 的 2 个 等 位 基因 在 弗 里 德 病毒 (Friencd viras ) 诱 导 的 鼠 红 
白血病 (erythroleukaemia) 中 失 活 了 。 另 外 ,还 有 一 个 奇怪 的 现象 ,就 是 在 小 所 和 人 
体 骨 肉瘤 细胞 中 ,发 现 p53 基因 有 高 频率 重组 和 缺失 。 由 于 这 些 发 现 ,p53 研究 热潮 
又 消退 了 。 
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但 就 在 p53 研究 热潮 消退 的 时 候 , 一 位 叫 Thierry Soussi 的 女士 却 开始 了 中 上 
了 研究 b53 之 路 。1983 年 ,Soussi 加 入 了 Michel Kress 所 在 的 Pierre May 实验 室 。 
在 当时 ,法 国 的 大 学 存在 一 个 普遍 问题 ,就 是 年 轻 教师 的 教学 工作 量 很 大 ,一 年 有 
180 小 时 的 教学 任务 。 于 是 ,在 权衡 了 科研 和 教学 之 间 的 关系 以 后 .Soussi 选择 研 
完 昌 3。 

在 Soussi 加 入 了 实验 室 以 后 ,被 要 求 继续 做 p53 致癌 性 的 研究 ,但 她 并 不 很 积 
极 , 因 为 她 对 另 一 个 不 同 的 系统 更 有 兴趣 。 当 她 的 一 个 博士 后 同事 在 从 做 非洲 爪 次 
这 种 模式 动物 的 实验 室 回来 以 后 ,刺激 了 她 想 研 究 这 种 与 人 类 亲缘 关系 较 远 的 两 栖 
动物 的 p53 的 灵感 。 在 说 服 了 Pierre 接受 了 她 的 想法 以 后 ,她 很 快 克隆 到 了 非洲 不 
蟾 的 pb53 的 cDNA 和 基因 ,然后 又 将 克隆 的 对 象 扩 大 到 了 鲜 鱼 .大 和 鼠 和 鸡 。 这 些 研 
究 使 得 她 能 够 成 功 提出 一 个 有 关 p53 的 结构 草图 ,后 来 其 他 研究 小 组 获得 的 对 p53 
的 功能 和 晶体 结构 分 析 证 实 她 提出 的 结构 。 

对 p53 的 系统 发 生 的 研究 的 另外 一 个 结果 是 促进 了 将 它 从 癌 基 因 到 抑 瘤 基因 
观念 的 转变 。 已 有 数 项 研究 提示 p53 远 比 一 个 典型 的 癌 基 因 要 复杂 :首先 ,p53 的 基 
因 可 以 在 几 种 人 和 小 鼠 的 细胞 转化 模型 中 失 活 ;其 次 ,用 来 进行 转化 细胞 实验 的 小 
筷 和 人 的 克隆 基因 的 不 均一 性 。p53 的 系统 发 生 研 究 显 示 了 它 在 进化 中 存在 5 个 高 
度 保 守 的 结构 域 。 检 查 小 筷 和 人 的 p53 的 cDNA 克隆 ,发 现 有 1 一 2 个 氨基 酸 的 差 
异 , 这 可 以 看 作 是 可 以 忽略 的 多 态 性 ,然而 ,差别 刚好 出 现在 高 度 保 守 的 区 域 , 这 显 
然 不 符合 进化 的 珊 辑 。 

请 注意 ,当时 所 有 克隆 到 的 哺乳 动物 的 p53 的 cDNA 都 是 来 自转 化 的 细胞 ,而 
用 于 系统 发 生 研究 的 动物 p53 都 是 来 自 健 康 的 动物 组 织 。 

1989 年 ,Levine 的 研究 小 组 率先 克隆 到 非 突 变 的 小 息 P53 的 cDNA, 便 显示 它 
缺乏 致癌 性 。 与 此 同时 ,Baker 和 Takahashi 等 人 发 表 的 论文 显示 野生 型 的 653 具 
有 抑制 细胞 分 到 的 性 质 。 因 此 1989 年 变 成 了 重新 认识 p53 功能 定位 的 转折 点 。 

对 于 p53 的 角色 认识 的 转变 让 科学 家 可 以 重新 解释 以 前 所 不 能 解释 的 奇怪 现 
象 。 例 如 ,Maltzman 和 Czyzyk 在 1984 年 就 发 现 , 正 常 细 胞 的 紫外 辐射 可 诱导 p53 
在 细胞 核 的 积累 。 那 时 ,DNA 损伤 检查 点 的 概念 还 没有 流行 ,但 入 年 以 后 ,Kastan 
等 人 发 现 p53 在 DNA 损伤 以 后 ,控制 细胞 周期 的 前 进 。 再 如 ,1982 年 Crawford 等 
人 发 现 , 乳 腺 癌 患 者 体内 出 现 p53 的 抗体 ,直到 十 多 年 以 后 ?Lubin 和 Soussi 等 人 发 
现 这 是 病人 免疫 系统 对 肿瘤 细胞 表达 的 p53 突变 体 产生 自身 免疫 反应 造成 的 。 

总 之 ,p53 在 真 核 细 胞 内 真实 身份 的 最 终 确 定 , 大 大 促进 了 人 们 对 DNA 损伤 修 
复 、 细 胞 周期 调控 、 细 胞 凋 亡 和 细胞 癌变 等 分 子 机 制 的 认识 。 正 因为 如 此 ,p53 在 
1993 年 被 Science 评 为 当年 的 年 度 分 子 (Molecule of the year) 。 
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1.T4 鸣 菌 体 的 一 种 rll 突变 体 一 一 rI- 114 受到 另外 几 种 突变 (CrII- 120、rII- 125 
或 rII- 127) 的 校正 。 如 果 没 有 zrII-=-1ll4,rII-120.rII-125 和 rIL-127 突变 结合 在 一 起 ， 
则 发 现 rII 的 基因 座次 表现 得 像 野 生 型 。 试 提出 两 种 可 能 的 机 制 给 以 解释 。 

2. 如 何 理解 “基因 组 的 稳定 性 压倒 一 切 ” 这 人 句 话 ? 

3. 指出 原核 生物 对 以 下 损伤 使 用 何 种 修复 机 制 进行 修复 : 

(1) 喀 啶 二 聚 体 

(2) 脱 氨基 后 的 腺 叹 吟 

(3) OQ8- 甲 基 鸟 味 叭 

(4) 复制 中 形成 的 GT 碱 基 对 

(5) DNA 双 链 断裂 

4. 如 果 一 段 DNA 序列 GGTCGTT 上 面 一 条 链 被 亚 硝酸 处 理 , 那 么 经 过 两 轮 复 制 以 
后 ,最 可 能 的 产物 是 什么 ? 

5， 如 果 生 殖 细胞 中 的 CpG 岛 被 甲 基 化 ,那么 经 过 许多 代 以 后 可 能 的 后 果 是 什么 ? 

6. 真 核 细胞 在 受到 高 剂量 的 辐射 照射 下 ,其 DNA 遭受 到 的 损伤 超过 了 机 体 正 常 修 
复 的 能 力 。 这 时 细胞 使 用 的 最 后 一 道 修复 防御 机 制 是 什么 ”这 种 修复 系统 有 什么 缺陷 ? 

7. 工 和 口 所 含有 的 遗传 信息 是 完全 一 致 的 ,为 什么 DNA 中 含有 的 工 ,而 RNA 中 含 
有 的 是 U? 

8. 大 肠 杆 菌 的 Dam 酶 活性 过 高 和 丧失 活性 都 可 以 导致 大 肠 杆菌 突 变 率 提高 ,为 什 
么 ? 哪 一 种 情形 引起 的 突变 率 更 高 ”为 什么 ”另外 一 种 叫 Dem 的 甲 基 化 酶 的 活性 过 高 
也 能 提高 大 肠 杆 菌 的 突变 率 , 这 又 是 为 什么 ? 

9. 2- 氮 基 叶 叭 (2- AP) 是 A 的 类 似 物 。 在 细菌 体内 它 可 转变 成 相应 的 脱氧 核 苷 三 
磷酸 ,并 在 DNA 复制 中 参 人 到 子 链 之 中 ,引发 突变 。2 - AP 一 般 导致 的 突变 为 碱 基 转 
换 , 为 什么 ? 尽管 2- AP 被 认为 只 能 导致 碱 基 转 换 , 但 将 它 加 入 到 细菌 培养 基 上 以 后 ,发 
现 细菌 体内 发 生 的 移 码 突变 也 有 显著 的 提高 ,这 又 是 为 什么 ?你 如 何 设 计 一 个 实验 支持 
你 的 解释 ? 

10. 大 肠 杆菌 使 用 几 种 不 同 的 机 制 防止 尿 苷 酸 参 和 人 到 DNA: 首 先 由 du 基因 编码 的 
dUTP 酶 水 解 dUTP; 其 次 由 xzg 基因 编码 的 尿 喀 啶 - N -糖苷 酶 水 解 DNA 分 子 之 中 的 
尿 喀 啶 ,产生 的 AP 位 点 可 被 修复 。 

(1) 如 果 axwi 基因 突变 而 丧失 功能 ,那么 会 有 什么 样 的 后 果 ? 

(2) 如 果 duwt 基因 和 zzg 基因 同时 突变 丧失 功能 ,预计 后 果 又 是 什么 ? 


1，http://en. wikipedia. org/wiki/DNA_repair( 维 基 百 科 有 关 DNA 修复 的 内 容 ) 
。http://www. nobelprize. org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2015/( 诺 贝尔 奖 
官方 网 站 2015 年 诺 贝尔 化 学 奖 与 DNA 修复 的 三 条 路 公有 关 ) 

3，http://en. wikipedia. org/wiki/Mutation( 维 基 百 科 有 关 突 变 的 内 容 ) 

4，http://www. web-books. com/MoBio/Free/yCh7G. htm( 免 费 的 分 子 生 物 学 在 线 
课程 有 关 DNA 损伤 修复 的 内 容 ) 

5，http://www. wormbook. org/chapters/www_DNArepairVDNArepair. html( 书 虫 
网 站 提供 的 有 关 DNA 复制 的 最 新 内 容 ) 

6.， http://mol-biol4masters. masters。grkraj. org/Molecular _Biology _Table_Of 
Contents. html( 印 度 班加罗尔 大 学 G. R.，Kantharaj 教授 提供 的 免费 的 面向 硕士 
研究 生 的 分 子 生 物 学 课 , 内 有 许多 关于 DNA 损伤 及 修复 的 内 容 和 资料 ) 
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第 六 章 DNA 重组 


DNA 重组 (recombination) 是 指 发 生 在 DNA 分 子 内 或 DNA 分 子 之 间 碱 基 序列 的 交 
换 . 重 排 Crearrangement) 和 转移 现象 ,是 已 有 遗传 物质 的 重新 组 合 过 程 。 它 主要 有 同 源 
重组 (homologous recombination，HR) 、 位 点 特异 性 重组 (site-specific recombination， 
SSR) 和 转 座 重 组 (transposition recombination，TR) 三 种 形式 。 生 物体 通过 重组 , 既 可 以 
产生 新 的 基因 或 等 位 基因 的 组 合 , 还 可 能 创造 出 新 的 基因 ,使 种 群 内 遗传 物质 的 多 样 性 
提高 ;此 外 ,重组 还 被 用 于 DNA 损伤 的 修复 ,而 某 些 病毒 利用 重组 将 自身 的 DNA 整合 
到 宿主 细胞 的 DNA 上 ;另外 ,基因 工程 技术 中 还 经 常 使 用 DNA 重组 进行 遗传 作 图 
(genetic mapping) 和 基因 敲 除 (gene knockout) 等 研究 。 

本 章 将 重点 介绍 三 类 重组 的 原理 ,过程 以 及 功能 。 


第 一 节 _ 同 源 重组 


同 源 重 组 也 称 为 一 般 性 重组 Cgeneral recombination) , 它 是 一 种 在 两 个 DNA 分 子 的 
同 源 序列 之 间 直 接 进 行 交 换 的 重组 形式 。 同 源 重 组 不 依赖 于 序列 的 特异 性 ,只 依赖 于 序 
列 的 同 源 性 。 进 行 交 换 的 同 源 序 列 可 能 是 完全 相同 的 ,也 可 能 是 非常 相近 的 。 

同 源 重 组 既是 生物 进化 的 动力 ,又 是 DNA 修复 的 重要 手段 ,因此 广泛 存在 于 细菌 、 
古 菌 和 真 核 生 物 。 细 菌 的 接合 (conjugation) .转化 (transformation) 和 转 导 (transduction) 
以 及 真 核 细胞 在 同 源 当 色 体 之 间 发 生 的 交换 等 一 般 都 属于 同 源 重组 。 

同 源 重 组 的 发 生 必 须 满足 以 下 几 个 条 件 : 

(1) 在 进行 重组 的 交换 区 域 含有 完全 相同 或 几乎 相同 的 碱 基 序 列 。 

(2) 两 个 双 链 DNA 分 子 之 间 需 要 相互 靠近 ,并 发 生 互补 配对 。 

43) 需要 特定 的 重组 酶 (recombinase) 的 催化 ,但 重组 酶 对 碱 基 序列 无 特异 性 。 

(4) 形成 异 源 双 链 (heteroduplex) 。 

(5) 发 生 联 会 (synapsis) 。 

用 来 解释 同 源 重组 分 子 机 制 的 主要 模型 有 Holliday 模型 . 单 链 断裂 模型 (the single- 
stranded break model) 和 双 链 断裂 模型 (the double-stranded break model) 。 


一 \ 同 源 重组 的 分 子 机 制 


(一 ) Holliday 模型 

Holliday 模型 由 美国 科学 家 Robin Holliday 在 1964 年 提出 ,尽管 被 几经 修改 ,但 其 
核心 内 容 一 直 没 有 改变 。 

Holliday 模型 最 初 的 主要 内 容 是 : 

(1) 2 个 同 源 的 DNA 分 子 相互 靠近 。 

(2) 2 个 DNA 分 子 各 有 1 条 链 在 相同 的 位 置 被 一 种 特异 性 的 内 切 酶 切 开 ,被 切 开 链 
的 极 性 相同 。 

(3) 被 切 开 的 链 交 叉 并 与 同 源 的 链 连 接 , 形 成 XCchi) 状 的 Holliday 连接 (Holliday 
junction，HJ) 。 

Holliday 连 接 又 称 Holliday 结构 (Holliday structure)、Holliday 中 间 体 (Holliday 
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immediate) 或 X 结 构 (X structure)。 如 果 2 个 DNA 之 间 发 生 180? 的 旋转 ,可 得 到 它 的 异 构 体 。 

(4) Holliday 连接 的 拆 分 。 

Holliday 连接 的 拆 分 方式 有 两 种 ,第 一 种 方式 是 相同 的 链 被 第 二 次 切 开 , 结 果 产 生 
与 原来 完全 相同 的 两 个 非 重 组 DNA; 第 二 种 分 离 方式 是 另 一 条 链 被 切 开 , 然 后 再 重新 连 
接 , 由 此 产生 重组 的 DNA。 

上 述 模型 过 于 简单 ,难以 解释 清楚 许多 天 然 的 同 源 重 组 现象 ,于 是 人 们 很 快 对 其 进 
行 了 改进 。 其 中 最 大 的 一 个 改进 是 在 Holliday 连接 形成 之 后 ,引入 1 个 全 新 的 步 又 
分 又 迁移 (branch migration) 。 如 图 6- 1 所 示 ,Holliday 连接 形成 以 后 ,其 分 又 可 向 两 侧 移 
动 , 这 样 的 移动 可 让 1 个 DNA 分 子 上 一 条 链 的 部 分 序列 转移 到 另 1 个 DNA 分 子 之 中 。 

上 述 经 过 迁移 的 Holliday 连接 ,再 通过 内 部 180 旋转 ,同样 可 以 得 到 它 的 异 构 体 。 
最 后 Holliday 连接 的 拆 分 也 有 两 种 方式 ,但 与 无 分 又 迁移 的 模型 不 同 ,在 非 重组 的 DNA 
分 子 上 也 带 有 异 源 的 双 链 。 支 持 Holliday 模型 最 有 力 的 证 据 是 Potter 和 Dressler 使 用 
特殊 的 方法 ,在 电镜 下 直接 看 到 了 Holliday 中 间 体 的 结构 (图 6-2)。 
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56-1 同 源 重 组 的 Holiiday 模型 
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吧 6- 2 Potter 和 Dressler 在 电镜 下 看 到 的 Holliday 连接 


(二 ) 单 链 断 裂 模型 

尽管 最 早 的 Holliday 模型 能 解释 同 源 重组 的 一 些 特征 ,而 且 Potter 和 Dressler 也 为 
Holliday 模型 提供 了 关键 的 证 据 , 但 它 仍 然 存 在 不 足 。 例 如 ,参与 重组 的 两 个 DNA 双 链 
被 等 同 看 待 ,既是 入 侵 者 ,又 是 入 侵 者 作用 的 对 象 。 但 后 来 的 研究 发 现 , 参 与 重组 的 两 个 
双 链 DNA 一 般 有 一 个 优先 充当 遗传 信息 的 供 体 。 再 如 , 它 也 没有 解释 2 个 DNA 分 子 的 
同 源 序列 是 怎样 配对 以 及 单 链 切口 又 是 如 何 形成 的 。 此 外 ; 它 也 不 能 很 好 地 解释 存在 于 
真 核 细 胞 (如 酵母 ) 内 的 同 源 重 组 现象 。1975 年 , Aviemore 对 Holliday 模型 提出 了 修改 。 
不 入 ,Matt Meselson 和 Charles Radding 再 次 提出 了 修改 ,修改 后 的 模型 被 称 为 
Aviemore 模型 或 Meselson-Radding 模型 ,有 时 也 被 称 为 单 链 断裂 模型 。 

单 链 断 裂 模型 认为 ,2 个 进行 同 源 重组 的 DNA 分 子 在 同 源 区 相应 的 位 点 上 ,只 产生 
一 个 单 链 裂口 。 单 链 断 裂 可 能 是 自发 的 ,也 可 能 是 环境 胁迫 诱导 而 成 的 ,如 离子 辐射 。 
产生 切口 的 那 条 链 在 被 DNAP 催化 的 新 链 合成 取代 后 .侵入 到 另 一 条 同 源 的 DNA 分 子 
之 中 ,至 于 Holliday 连接 的 形成 以 及 后 来 的 拆 分 ,与 原来 的 Holliday 模型 相 比 并 没有 做 
多 少 变动 。 

(三 ) 双 链 断裂 模型 

双 链 断裂 模型 由 Szostak J.TL Orr、Weaver RJ Rothstein 和 EFW Stahl 等 人 于 1983 
年 共同 提出 , 故 又 名 为 Szostak-Orr-Weaver-Rothestein-Stahl 模型 。 该 模型 主要 是 在 酵母 
中 获得 的 一 些 实验 数据 的 基础 上 提出 来 的 。 与 Aviemore 模型 不 同 , 双 链 断 裂 模型 认为 ， 
1 个 DNA 分 子 上 两 条 链 的 断裂 才 启 动 了 链 的 交换 。 在 两 个 重组 DNA 分 子 中 ,产生 断裂 
的 双 链 称 为 受 体 双 链 (recipient duplex) ,不 产生 新 裂 的 称 为 供 体 双 链 (donor duplex) 。 随 
后 发 生 的 -DNA 修复 合成 以 及 切口 连接 导致 形成 了 Holliday 连接 ,但 有 2 个 半 交 叉 点 
(half chiasmas), 具体 步骤 共 由 7 步 反 应 组 成 (图 6-3): 

(1) 内 切 酶 切 开 一 个 同 源 DNA 分 子 的 两 条 链 , 导 致 这 个 DNA 分 子 双 链 发 生 断 裂 ， 
从 而 启动 重组 过 程 。 这 个 双 链 断裂 的 DNA 分 子 既 是 启动 重组 的 “人 侵 者 ”, 又 是 遗传 信 
息 的 受 体 ,因此 被 称 为 受 体 双 链 。 

(2) 受到 外 切 酶 的 作用 , 双 链 切口 扩大 而 产生 具有 3'- 单 链 未 端的 空隙。 

(3) 一 个 自由 的 3 - 端 和 人 侵 供 体 双 链 DNA 分 子 同 源 的 区 域 ,形成 异 源 双 链 。 供 体 双 
链 的 一 条 链 被 取代 ,产生 取代 环 (the displacement loop，D -=- 环 )。 

(4) 由 人 侵 的 3 - 端 引发 的 DNA 修复 合成 导致 D - 环 延 促 。D - 环 最 终 大 到 覆盖 受 
体 双 链 的 整个 空 辽 。 新 合成 的 DNA 是 由 被 人 侵 的 DNA 双 链 作为 模板 ,于 是 新 合成 的 
DNA 序列 由 被 人 侵 的 DNA 决定 。 

(5) 当 供 体 双 链 被 取代 的 链 到 达 受 体 双 链 空 陀 的 另外 一 侧 , 它 将 和 空隙 末端 的 另 一 
个 3 - 单 链 未 端 退火 。 于 是 被 取代 的 单 链 提供 了 序列 ,填补 了 受 体 双 链 一 开始 被 切除 的 
序列 。 由 DNAP 催化 的 修复 合成 将 供 体 双 链 的 D - 环 转变 成 双 链 DNA。 
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图 6-3， 同 源 重组 的 双 链 断 异 模 型 


在 以 上 两 个 步骤 之 中 ,最 初 被 人 侵 的 双 链 充当 供 体 双 链 ,提供 修复 合成 反应 的 遗传 
信息 。 

〈6) DNA 连接 酶 缝合 缺口 ,形成 两 个 Holliday 连接 。 

(7) Holiiday 连接 的 拆 分 。 

拆 分 有 两 条 可 能 的 途径 ,一 条 途径 是 两 个 切口 一 个 在 内 侧 的 链 , 另 一 个 在 外 侧 的 链 ， 
那么 分 离 得 到 的 是 交换 产物 (crossover product); 另 一 条 途径 两 个 切口 要 么 都 在 内 侧 的 
链 ,要 么 都 在 外 侧 的 链 , 得 到 的 是 非 交换 产物 (non-crossover product) 。 


二 细菌 的 同 源 重 组 
以 大 肠 杆菌 为 代表 的 细菌 同 源 重 组 机 制 不 管 是 参与 重组 的 蛋白 质 ,还 是 主要 的 重组 
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途径 ,都 已 研究 得 十 分 清楚 。 

(一 ) 参与 同 源 重 组 的 主要 蛋白 质 

细胞 内 DNA 同 源 重组 的 每 一 步 反 应 都 是 在 特定 的 蛋白 质 或 酶 的 协助 下 完成 的 。 这 
些 参 与 重组 的 酶 或 蛋白 质 ,基本 上 是 通过 筛选 一 系列 重组 有 缺陷 的 大 肠 杆 菌 突变 体 ( 重 
组 频率 降低 ) 而 得 到 的 ,它们 中 的 绝 大 多 数 已 经 被 克隆 和 定性 。 下 面 以 大 肠 杆菌 为 例 , 介 
绍 一 些 与 同 源 重 组 有 关 的 蛋白 质 的 结构 与 功能 : 

1. RecA 有 蛋白 

RecA 是 细菌 同 源 重 组 中 最 重要 的 蛋白 质 , 它 起 初 是 作为 依赖 于 DNA 的 ATP 酶 被 
发 现 的 ,参与 大 肠 杆菌 所 有 的 同 源 重组 途径 。 其 在 重组 中 的 主要 作用 是 促进 同 源 序 列 配 
对 和 链 交 换 (strand exchange) (图 6-4)。 
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售 6-4 RecA 蛋白 促进 2 个 双 链 DNA 分 子 链 之 间 的 交换 


RecA 有 单 体 和 多 聚 体 两 种 形式 , 单 体 由 352 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,大 小 为 38 kDa, 含 
有 2 个 DNA 结 合 位 点 ,能 分 别 结合 单 链 DNA 和 双 链 DNA。 多 聚 体 由 单 体 在 单 链 DNA 上 
从 5 一 3 方向 组 装 而 成 的 丝 状 结构 。 多 聚 体 的 RecA 环绕 在 单 链 DNA 上 形成 一 种 有 规则 
的 螺旋 ,平均 每 1 个 单 体 环 绕 5 个 核 苷 酸 ,每 1 个 螺旋 有 6 个 单 体 。RecA 的 主要 功能 包 
括 :(1) 促进 2 个 DNA 分 子 之 间 的 链 交 换 ;(2) 参与 SOS 反应 
(co-protease) ,促进 LexA 蛋白 和 UmnuD 的 自 水 解 ( 见 第 五 章 DNA 的 损伤 .修复 和 突变 ) 。 

RecA 催化 DNA 分 子 之 间 的 链 交 换 需 要 同时 满足 3 个 条 件 : 

(1) 2 个 DNA 分 子 中 的 1 个 必须 含有 单 链 区 ,以 便 RecA 能 够 结合 

(2) 2 个 DNA 分 子 必 须 含 有 不 低 于 50 bp 的 同 源 序 列 。 

(3) 同 源 序 列 内 必须 含有 1 个 自由 的 末端 ,以 启动 链 的 交换 。 

RecA 在 同 源 重组 中 的 具体 作用 分 为 3 步 ( 图 6-5): 

(1) 联 会 前 阶段 (presynapsis) 

RecA 通过 它 的 第 一 个 DNA 结合 位 点 与 单 链 DNA 结合 , 包 被 DNA, 形 成 蛋白 质 - 
DNA 丝 状 复合 物 即 核 丝 Cnucleofilament) 结 构 。 

(2) 联 会 阶段 (synapsis) 

RecA 的 第 二 个 DNA 结合 位 点 与 1 个 双 链 DNA 分 子 结合 ,由 此 形成 三 链 DNA 中 


(GT 月 于 基因 工程 宿主 
茵 的 大 肠 杆 菌 通常 缺失 了 编 
码 RecA 蛋白 的 基因 。 这 是 
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间 体 ,随后 单 链 DNA 侵入 双 链 DNA, 寻 找 同 源 序 列 。 这 个 阶段 称 为 联 会 阶段 。 

(3) 链 交换 阶段 

由 RecA 包 被 的 单 链 DNA 从 5 一 3 方向 ,取代 双 链 DNA 分 子 之 中 的 同 源 老 链 , 形 
成 异 源 双 链 ,并 发 生 分 又 迁移 。 在 此 阶段 ,ATP 与 RecA 的 结合 是 由 RecA 驱动 的 链 取 
代 和 分 又 迁移 所 必需 的 ,但 这 并 不 需要 ATP 的 水 解 ,因为 使 用 不 能 被 水 解 的 ATP 类 似 
物 代替 ATP, 发 现 链 取 代 和 分 又 迁移 仍然 能 够 进行 。 


(DO000) 
ADP+P， RecA 单 链 DNA 
ATP 
本 二 SA 
CD COQ0Q20200 
双 链 DNA 


{ ) 
团 6-5 RecA 蛋白 促进 单 链 DNA 与 双 链 DNA 进行 链 交换 


2，RecBCD 蛋白 

RecBCD 蛋白 参与 细胞 内 的 RecBCD 同 源 重 组 途径 ,其 功能 是 产生 3 - 单 链 示 端 ,为 
链 入侵 做 准备 。 

RecBCD 蛋白 又 称 为 RecBCD 酶 ,由 RecB、RecC 和 RecD 三 个 亚 基 组 成 ,分 别 由 
recB、recC 和 recD 三 个 基因 编码 ,具有 外 切 核 酸 酶 V 、 解 链 酶 .内 切 核酸 酶 .ATP 酶 和 单 
链 外 切 核酸 酶 活性 。 这 些 酶 活性 之 间 能 够 自动 切换 ,用 于 重组 的 不 同 阶段 。 

RecBCD 蛋白 作用 的 基本 过 程 为 (图 6-6) :RecBCD 首先 与 双 链 DNA 分 子 自 由 未 端 
结合 ,依靠 ATP 的 水 解 为 动力 , 沿 着 双 链 移动 , 解 开 双 链 。 但 它 在 上 面 一 条 链 比 下 面 一 
条 链 移动 的 速度 要 快 ,于 是 一 个 单 链 的 环形 成 了 。 这 个 环 随 着 它 沿 着 DNA 双 链 移动 而 
增 大 (在 电镜 下 可 以 观测 到 ) ,先是 依靠 它 的 3 -外 切 酶 活性 降解 上 面 的 一 条 链 。 然 而 ,一 


5/ 二 下 游 7 六 列 上 游 37 AD) 
NE 
解 链 酶 痘 
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- 红 
3 一 一 一 人 


57 
秤 56-6，RecBCD 酶 的 在 同 源 重组 中 的 作用 


旦 遇 到 X 序列,3- 外 切 酶 活性 就 减弱 ,而 5 -外 切 酶 活性 则 被 激活 ,于 是 下 面 一 条 链 的 单 
链 部 分 被 迅速 降解 , 留 下 上 面 一 条 链 的 单 链 部 分 。 产 生 的 单 链 DNA 为 RecA 作用 的 底 
物 , 由 此 最 终 启动 了 链 交换 和 重组 反应 。 

X 序列 是 一 段 特 殊 的 碱 基 序列 ,其 一 致 序列 是 GCTGGTGG , 它 的 存在 能 显著 提高 重 
组 的 频率 。 它 在 重组 中 的 作用 是 调节 RecBCD 的 酶 活性 ,作为 RecBCD 从 3 -外 切 酶 切 
换 成 5- 外 切 酶 的 信号 ,刺激 RecBCD 重组 途径 。 据 估计 ,大 肠 杆菌 全 基因 组 含有 1 000 
个 以 上 的 X 序列 。 

3，。RuvA RuvB 和 RuvC 蛋白 (图 6-8) 

(1) RuvA 

RuvA 蛋白 的 功能 是 识别 Holliday 连接 ,协助 RuvB 蛋白 催化 分 又 的 迁移 。 

大 肠 杆 菌 的 RuvA 蛋白 以 一 种 特别 的 方式 形成 四 聚 体 , 呈 四 重 对 称 , 特 别 适 合 与 
Holliday 连接 中 的 4 个 DNA 双 链 区 结合 ,从 而 促进 分 又 迁移 过 程 中 链 的 分 离 。 

(2) RuvB 

RuvB 蛋白 本 质 上 是 一 种 解 链 酶 ,其 功能 是 催化 重组 中 分 叉 的 迁移 。 与 多 数 解 链 酶 
一 样 ,RuvB 是 一 种 环 状 六 聚 体 蛋 白 , 但 其 特别 之 处 在 于 RuvB 包 被 双 链 DNA, 而 不 是 单 
链 DNA。 此 外 , 它 单独 结合 DNA 的 效率 并 不 高 ,需要 RuvA 的 帮助 。 

电镜 照片 显示 ,RuvB 在 溶液 中 是 七 聚 体 , 但 一 旦 与 DNA 结合 ,就 转变 为 六 聚 体 。 有 
2 个 RavB 六 聚 体 与 RuvA 接触 ,位 于 RuvAB-Holliday 复合 体 相 反 的 两 边 。 


人 冬 6-7 RuvC 的 作用 模型 


(3) RuvC 

RuvC 是 一 种 特殊 的 内 切 核酸 酶 ,其 在 重组 中 的 作用 是 促进 Holliday 连接 的 分 离 , 故 
又 被 称 为 拆 分 酶 (resolvase) 。 在 作用 时 ,RurvC 形成 对 称 的 同 源 二 聚 体 ,在 Holliday 连接 
的 中 央 部 位 切 开 4 条 链 中 的 2 条 ,而 导致 Holliday 连接 的 拆 分 (图 6-7)。 由 于 RuvC 二 
聚 体 与 Holliday 连接 对 称 结合 ,因此 ,从 理论 上 讲 ,RuvC 能 够 以 两 种 机 会 均等 的 方式 与 
Holliday 连接 结合 ,致使 Holliday 连接 能 够 以 两 种 机 会 均等 的 方式 被 解 离 , 但 只 有 一 种 
方式 产生 重组 DNA。Ruvc 的 作用 具有 一 定 的 序列 特异 性 ,其 作用 的 一 致 序列 是 (A/T) 
TTY(CGVC) (箭头 为 切 点 ), 因 此 ,只 有 在 分 支 迁 移 到 上 述 一 致 序列 时 , RuvC 才能 起 作 
用 .大肠 杆 菌 的 基因 组 含有 很 多 这 样 的 一 致 序列 。 

(4) 其 他 同 源 重组 蛋白 

在 大 肠 杆菌 中 ,大 概 有 30 种 蛋白 质 与 同 源 重 组 有 关 , 除 了 上 面 详 细 介绍 的 几 种 以 
外 ,还 有 :RecE, 一 种 双 链 外 切 核 酸 酶 ,也 被 称 为 外 切 核酸 酶 如 , 它 也 能 产生 3 - 单 链 末端 ; 
RecJ ,一 种 DNA 脱氧 核糖 磷酸 二 酯 酶 ;RecQ, 一 种 解 链 酶 ; RecF , 与 单 链 或 双 链 DNA 结 
合 ;RecR ,与 RecO 相互 作用 ;RecT, 促 进 DNA 复 性 ;RecG ,一 种 解 链 酶 ,催化 Holliday 连 
接 的 迁移 ;Rus, 催 化 Holliday 连接 的 切割 ;RecN, 参 与 双 链 DNA 断裂 修复 ;SbcA, 调节 
RecE 活性 ; SbcB, 单 链 外 切 核酸 酶 ;SbcC, 双 链 DNA 外 切 酶 ;SbcD, 单 独 存在 具有 单 链 
DNA 内 切 酶 活性 ,与 SbcC 形成 复合 物 具 有 ATP 依赖 性 外 切 酶 活性 ;DNA 拓扑 异 构 酶 
TI;DNA 旋转 酶 ;DNA 连接 酶 ;DNAPTI ;DNA 解 链 酶 由 ;DNA 解 链 酶 W ;SSB。 
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余 6-8 RuvA、RuvB 和 RuvC 在 同 源 重 组 中 的 作用 


(二 ) 大 肠 杆菌 几 种 重要 的 同 源 重组 途径 
大 肠 杆菌 主要 有 三 条 同 源 重组 途径 ,其 中 的 许多 成 分 在 SOS 应 急 反应 中 被 诱导 表 
达 , 这 意味 着 它们 在 细胞 中 正常 的 功能 可 能 是 重组 介 导 的 DNA 修复 。 在 用 于 基因 工程 
的 某 些 菌株 中 ,参与 重组 的 基因 几乎 都 无 活性 ,这 有 利于 防止 大 的 质粒 之 间 以 及 质粒 与 
染色 体 之 间 发 生 不 必要 的 重组 。 
1.RecBCD 途径 
这 是 大 肠 杆菌 最 主要 的 重组 途径 。 除 了 RecBCD 蛋白 以 外 ,还 需要 RecA、SSB、 
RE 如何 解 种 关 与 大 甩 。 RuvA、RuvB、RuvC.DNAPT .连接 酶 和 旋转 酶 。 此 外 ,还 需要 X 序 列 ( 图 6-9)。 
杆菌 RecBCD 重组 途径 的 2，RecF 途径 和 RecE 途径 
遗传 学 突变 研究 表明 ,recA 突变 体 可 使 大 肠 杆 菌 的 重组 频率 下 降 10 倍 , 而 
recBCD 突变 体 仅 使 突变 频率 下 降 10' 倍 ,这 说 明 除了 RecBCD 途径 以 外 ,大 肠 杆菌 还 具 
有 甚 他 同 源 重 组 途径 .事实 上 ,RecF 途径 就 是 其 中 的 一 种 , 它 主 要 是 质粒 之 间 进 行 重组 
的 途径 ,需要 的 蛋白 质 有 RecA、RecJ、RecN 、RecO、RecQ 和 Ruy 等 。 此 外 还 有 RecE 途 
径 ,此 途径 中 的 很 多 蛋白 质 与 RecF 途径 相同 ,但 RecE 却 是 特有 的 。RecE 具有 外 切 核酸 
酶 由 的 活性 ,其 突变 能 被 SbcA 校正 。 


三 \ 真 核 生物 的 同 源 重 组 


KRES》 已 私 岗 关上 隐 性 基 真 核 生 物 的 同 源 重组 主要 发 生 在 细胞 减 数 分 裂 前 期 工 两 个 配对 的 同 源 染色 体 之 间 ， 
因 在 厅 合 体 个 体 中 也 能 够 表 ” 先 在 细 线 期 (leptotene) 和 合 线 期 (zygotene) 形 成 联 会 复合 体 (synaptonemal complex， 
人 SC) ,再 在 粗 线 期 (pachytene) 进 行 交 换 。 此 外 , 同 源 重 组 也 会 发 生 在 DNA 损伤 修复 之 中 
向 (图 6-10) ,主要 用 以 修复 DNA 双 链 断 裂 . 单 链 断 裂 和 链 间 交 联 等 损伤 。 研 究 表明 ,不同 
真 核 生物 的 同 源 重 组 机 制 高 度 保守 ,至 少 具有 以 下 几 个 共同 特征 : 

G) 首先 发 生 特异 性 的 双 链 断裂 ,然后 再 发 生 同 源 重组 。 因 此 ,适合 真 核 生 物 同 源 
重组 的 模型 为 双 链 断 裂 模型 。 

(2) 不 能 形成 SC 的 突变 细胞 也 可 以 发 生 交换 。 
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个 6-9 ReeBCD 同 源 重 组 途径 食 6-10 真 核 细胞 DNA 双 链 
断裂 的 重组 修复 


(3) 参与 同 源 重组 的 主要 蛋白 质 有 多 种 ( 表 6 - 1) ,如 Rad50、Mrell1、Nbsl、Spol1、 
Dmcl、 PCNA、RPA 和 DNAP8/s 等 ,其 中 Rad50 与 Mrell 和 Nbsl 一 起 组 成 Mrell 复合 
体 , 此 复合 体 在 各 真 核 生物 之 间 高 度 保守 ,不 仅 参与 DNA 重组 ,还 参与 DNA 损伤 的 修 
复 和 染色 体 端 粒 结构 完整 性 的 维持 。 

同 源 重 组 的 关键 反应 是 由 重组 酶 (recombinase) 超 家 族 催化 的 DNA 链 交 换 , 细菌 的 
RecA 蛋白 就 属于 此 类 。 真 核 生 物体 内 相当 于 细菌 RecA 的 是 Rad51 以 及 只 参与 减 数 分 
裂 期 间 同 源 重 组 的 Dmel 蛋白。 在 ATP 存在 下 ,这 些 重 组 酶 包 被 初级 单 链 DNA, 启 动 搜 
寻 另 一 个 双 链 DNA 上 的 次 级 同 源 序列 。 这 个 初级 单 链 DNA 最 终 人 侵 并 取代 它 的 同 源 
序列 ,完成 链 交换 反应 。 链 交换 使 得 可 以 利用 相同 的 姊妹 染色 体 或 同 源 染 色 体 作为 模板 
进行 复制 。 

尽管 在 重组 酶 超 家 族 各 成 员 之 间 氨 基 酸 序列 的 相似 性 并 不 高 ,但 都 可 以 形成 两 种 右 
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手 螺旋 结构 :一 种 是 更 加 伸展 的 活性 形式 , 另 一 种 是 相对 紧缩 的 无 活性 形式 。 多 种 技术 
手段 研究 表明 ,由 伸展 的 重组 酶 /ssSDNA/ATP 形成 的 核 丝 结构 螺 距 为 9 nm 一 11 nm, 每 
圈 约 有 6 个 重组 酶 亚 基 和 18 个 核 苷 酸 。 

所 有 的 RecA 类 重组 酶 都 有 一 个 ATP 酶 核心 ,还 有 一 个 短 得 多 聚 化 模 体 结构 。 然 
而 ,在 N 端 和 C 端 结构 域 不 尽 相 同 。Rad51、.Dmecl 和 RadA 在 N 端 结构 域 具 有 一 定 的 保 
守 性 ,而 RecA 在 C 端 具有 类 似 的 结构 域 。 此 外 ,RecA 在 DNA 损 伤 时 产生 的 单 链 DNA 
激活 以 后 ,可 打开 易 错 的 修复 途径 ,这 样 的 特性 是 古 菌 和 真 核 生物 重组 酶 所 缺乏 的 。 无 
论 如 何 ,重组 酶 所 具有 的 保守 ATP 酶 核心 ,赋予 了 它们 具有 经 典 的 ATP 诱导 的 别 构 效 
应 ,由 此 引发 亚 基 构象 变化 和 丝 状 结构 的 组 装 , 从 而 激活 重组 酶 。 


表 6-1 参与 真 核 生物 同 源 重组 的 主要 蛋白 质 


与 Rad51 作用 相关 的 蛋白 质 ss 
MRN 复合 物 ; MRX 复 合 物 ， DNA 结合 , 核酸 酶 参与 DNA 损伤 的 检查 ， 
Mrell=Rad50- Nbsl Mrell = Rad50 - Xrs2 活性 DSB 的 未 端 修整 
单 链 DNA 结合 , 调 ” 与 RRPA.Rad51.Deml 和 
AZ 交 节 重组 “一 DSS1 相 作用 
单 链 DNA 结合 和 退 
Rad52 Rad52 火 , 调 节 重 组 于 汉 和 RPA 相 作用 
天 Rad59 昌 三 DNX 全 和 作用 ns va 
ATP 依赖 性 双 链 s 人 
Rad54 -Rad54 - LDNA 移 位 酶 ,诱导 双 哆 :区 所 质 重 组 
Rad54B Rdh54 链 DNA 超 螺旋 形 作用 
成. 刺激 D= 环 反应 相 
- -Rad51B 一 Rad51C ”和 
Rad51B- Rad51C Ps 、 Rad5ID=XRCC2 形成 四 
Rad51D-XRCC2 Rad55 - Rad57 人 结合 , 调 元 复合 . 物 ,Rad51C 与 
Rad51C- XRCC3 这 一 Holliday 连接 解 离 酶 活 
aa 
一 刺激 卫 = 环 反应 , 稳 ge 
Hop2- Mrid1 Hop2- Mndl “ 定 突 触 前 丝 状 结构 ， 例 ” 和 el 丰 
促进 双 链 捕获 二 
与 Dmcl 作用 相关 的 蛋白 质 一 - 2 
刺激 D - 环 反应 , 稳 一 一 
下 EN 和 Hop2- Mndl “，” 定 突 触 前 丝 状 结构 ; 1 和 Dmel 相 
促进 双 链 捕获 
无 -Mei5 - Sae3 调节 重组 与 Dcml 相 作用 
Rad54B Rah54- 刺激 D - 环 反应 与 Deml 和 Rad51 相 作用 


(CE 你 认为 Rad51 的 大 


酸化 是 有 利于 同 源 重 组 ,还 
是 不 利于 同 源 重 组 ? 为 什么 ? 
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《4) 由 同 源 配对 蛋白 2(homologous-pairing protein 2，Hop2) 和 蛋白 控 制 染 色 体 配 对 的 
特异 性 。Hop2 蛋白 缺陷 的 突变 体 细 胞 能 形成 正常 数目 的 SC, 但 非 同 源 染色 体 也 能 配 
对 。 这 说 明 同 源 配对 并 不 是 SC 形成 的 必要 条 件 。 

《5) 如 果 不 发 生 交换 , 则 减 数 分 裂 受阻 ,以 确保 在 交换 发 生 之 前 细胞 不 能 分 裂 。 

(6) 受到 严格 的 调控 ,以 促进 正常 的 同 源 重组 ,同时 防止 发 生 异 常 的 同 源 重 组 。 受 
到 调控 的 对 象 主要 是 Rad51, 它 既 可 以 受到 一 些 正 调节 物 ( 如 Rad55 和 Rad57) 的 刺激 ,又 
可 以 受到 一 些 负 调 节 物 (如 Srs2) 的 抑制 。 此 外 ,许多 参与 同 源 重 组 的 蛋白 质 (如 RPA,、 
Rad51 和 Rad55) 受 到 共 价 修饰 的 调节 ,如 磷酸 化 和 小 泛 素 类 修饰 物 (small ubiquitinrlike 
modifier，SUMO) 化 (SUMOylation ) 。 


四 \ 古 菌 的 同 源 重 组 


不 同 生物 体内 的 同 源 重组 机 制 是 高 度 保守 的 ,但 古 菌 的 同 源 机 制 与 真 核 生 物 更 加 相 
似 , 如 在 一 级 结构 的 水 平 上 , 古 菌 和 真 核 生物 的 重组 酶 (RadA 或 Rad51 蛋白 ) 序 列 的 一 致 
性 可 达 约 40%% ,而 细菌 的 RecA 与 它们 的 一 致 性 只 有 约 20 吧 。 

古 菌 同 源 重组 起 始 的 切除 反应 由 Rad50 - Mrell - HerA - NurA 复合 物 催化 ,产生 
用 于 入 侵 的 单 链 DNA3 - 端 ,这 里 相当 于 细菌 RecA 的 是 RadA 和 其 他 的 种 内 同 源 物 。 入 
侵 的 结果 同样 导致 形成 Holliday 连接 ,随后 的 分 又 迁移 可 能 由 Hel308 解 链 酶 催化 。 
Hel308 可 作用 催化 Holliday 连接 拆 分 的 解 离 酶 Hic, 还 能 与 PCNA 滑动 钳 形成 功能 复合 
物 。 最 后 ,连接 酶 将 留 有 裂口 的 双 链 缝合 。 


第 三 节 位 点 特异 性 重组 


位 点 特异 性 重组 是 指 发 生 在 DNA 特异 性 位 点 上 的 重组 。 参 与 重组 的 特异 性 位 点 需 
要 专门 的 蛋白 质 识别 并 结合 。 尽 管 在 许多 情况 下 , 它 也 需要 在 重组 位 点 具有 同 源 的 碱 基 
序列 ,但 同 源 序 列 较 短 。 

位 点 特异 性 重组 既 可 以 发 生 在 2 个 DNA 分 子 之 间 ,也 可 以 发 生 在 1 个 DNA 分 子 内 
部 。 前 一 种 情况 通常 会 导致 2 个 DNA 分 子 之 间 发 生 整 合 或 基因 发 生 重 复 , 而 后 一 种 情 
况 则 可 能 导致 缺失 (Cdeletion) 或 倒 位 (inversion) (图 6-11)。 

缺失 性 位 点 特异 性 重组 在 2 个 重组 位 点 上 含有 直接 重复 序列 (direct repeats，DR ) ， 
而 倒 位 式 位 点 特异 性 重组 在 2 个 重组 位 点 上 含有 反 向 重复 序列 (inverted repeats，IR) 。 


(1) 调节 病毒 DNA 与 宿主 细胞 基因 组 DNA 的 整合 。 
(2) 调节 特定 的 基因 表达 。 
(3) 调节 动物 胚胎 发 育 期 间 程序 性 的 DNA 重 排 , 例 如 肴 椎 动物 抗体 基因 。 


食 6-11 缺失 性 和 倒 位 式 位 点 特异 性 重组 


此 外 ,还 可 以 利用 这 种 重组 作用 的 高 度 特异 性 ,以 此 作为 一 项 重要 的 工具 ,将 其 引入 
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到 一 种 生物 体内 ,实现 对 特定 基因 的 定点 .定时 或 定向 殴 除 或 激活 ( 见 后) 。 

位 点 特异 性 重组 的 发 生 需 要 两 个 要 素 :(1) 两 个 DNA 分 子 或 片段 :(2) 负责 识别 重 
组 位 点 .切割 和 再 连接 的 特异 性 重组 酶 。 几 乎 所 有 已 鉴定 的 位 点 特异 性 重组 酶 都 可 归 人 
两 大 家 族 一 一 酷 氨 酸 重组 酶 (the tyrosine recombinase) 和 丝氨酸 重组 酶 (the serine 
recombinase) 。 这 两 类 重组 酶 的 催化 ,都 依赖 于 活性 中 心 的 酪 氨 酸 或 丝氨酸 残 基 侧 链 上 
的 羟基 引发 的 对 重组 点 上 的 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 的 亲 核 进攻 ,从 而 导致 DNA 链 的 断裂 。 
在 磷酸 二 酯 键 断裂 的 时 候 , 由 于 释放 的 能 量 以 磷酸 丝氨酸 或 磷酸 酷 氨 酸 酯 键 的 形式 得 以 
保留 ,因此 重新 连接 都 不 需要 消耗 ATP。 

酷 氨 酸 重组 酶 家 族 的 成 员 较 多 ,有 140 余 种 ,例如 整合 酶 .大 肠 杆菌 的 XerD/XerD 
蛋白 、P]1 噬菌体 的 Cre 蛋白 和 酵母 的 FLP 蛋白 。 这 一 类 重组 酶 通常 由 300 一 400 个 氨基 
酸 残 基 组 成 ,含有 两 个 保守 的 结构 域 ,需要 4 个 酶 分 子 同 时 参与 ,具有 共同 的 反应 机 制 。 
链 交换 反应 涉及 在 识别 序列 交错 切 开 ,2 个 切 点 相距 6 bp 一 8 bp, 形 成 Holliday 连接 。 所 
有 的 链 切割 和 重 连接 反应 与 工 型 DNA 拓扑 异 构 酶 十 分 相似 ,为 系列 转 酯 反应 ,没有 磷酸 
二 酯 键 的 水 解 , 也 没有 新 DNA 的 合成 。 具 体 反 应 如 下 (图 6- 12): 


侠 6-12 栈 氨 酸 重 组 酶 的 作用 机 制 
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(G1) 4 个 相同 的 重组 酶 亚 基 识 别 并 结合 重组 位 点 ,形成 联 会 复合 物 。 

(2) 有 2 个 酶 分 子 各 通过 活性 中 心 的 Tyr- OH, 亲 核 进攻 识别 序列 上 1 个 特定 的 磷 
酸 二 酯 键 , 导 致 2 个 DNA 分 子 各 有 1 条 链 在 识别 序列 内 被 切 开 ,形成 5 -磷酸 和 3- OH， 
其 中 5 -磷酸 与 Tyr 残 基 以 磷酸 酯 键 相连 。 

(3) 两 个 切 点 之 间 发 生 转 酯 反应 , 即 一 个 切 点 上 的 3 - OH 亲 核 进攻 另 一 个 切 点 上 
的 5 -磷酸 - 酷 氨 酸 酯 键 ,重新 形成 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 , 从 而 形成 Holliday 连接 。 

(4) 在 短暂 的 分 叉 迁 移 后 ,另外 2 个 酶 分 子 在 2 个 DNA 分 子 上 的 另 一 条 链 上 产生 
切口 ,反应 同 (2) 。 

(5) 反应 同 (3)。 

丝氨酸 重组 酶 的 催化 机 制 与 酪 氨 酸 重组 酶 具有 两 个 明显 的 区 别 ,一 是 开始 作 亲 核 进 
攻 的 羟基 来 自 活性 中 心 的 丝氨酸 残 基 , 而 不 是 酯 氨 酸 残 基 ; 二 是 在 催化 链 交 换 和 重新 连 
接 之 前 ,一 次 切 开 所 有 的 生 条 链 。 有 具体 反应 是 (图 6- 13): 

(1) 4 个 重组 酶 亚 基 识别 并 结合 重组 位 点 ,形成 联 会 复合 物 。 

(2) 重组 酶 的 活性 被 激活 ,进攻 重组 位 点 。 在 每 个 亚 基 的 活性 中 心 上 , 有 1 个 丝氨酸 
残 基 的 羟基 对 重组 点 的 磷酸 二 酯 键 展 开 亲 核 进 攻 , 导 致 四 条 链 的 同时 断 有 裂 ,形成 5 -磷酸 丝 
氮 酸 酯 键 和 3- OH, 切 开 的 磷酸 所 占 的 空间 使 得 裂口 的 3- 端 有 2 个 碱 基 以 单 链 状态 存在 。 

(3) 断裂 的 末端 发 生 重 排 ,需要 交换 的 双方 发 生 180 度 的 旋转 ,从 而 进入 重组 的 构象 
状态 。 
(4) 进行 链 交换 。 
(5) 链 交 换 以 后 ,游离 的 3- OH 进攻 5 -磷酸 丝氨酸 酯 键 ,完成 重新 连接 ,同时 释放 
出 重组 酶 。 在 重新 连接 的 时 候 , 以 单 链 形式 存在 的 2 个 突出 碱 基 十 分 重要 ,因为 可 以 和 
另 一 个 DNA 分 子 上 的 2 个 互补 碱 基 配 对 ,这 有 助 于 确定 重组 的 方向 。 


KE 你 认为 为 什么 没有 
类 似 丝 氨 酸 重组 酶 的 DNA 


余 6-13 丝氨酸 重组 酶 的 催化 机 制 


使 用 酷 氨 酸 重 组 酶 的 典型 例子 是 入 或 P1 噬菌体 在 大 肠 杆菌 基因 组 DNA 上 的 位 点 
特异 性 整合 ,而 使 用 丝氨酸 重组 酶 的 典型 例子 是 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 在 鞭毛 抗原 转换 时 发 生 
的 倒 位 。 下 面 分 别 介绍 入 叭 菌 体 的 位 点 特异 性 整合 和 鼠 伤寒 沙门 氏 菌 的 倒 位 。 


一 、 入 鸣 菌 体 的 位 点 特异 性 整合 


这 是 第 一 例 被 发 现 的 位 点 特异 性 重组 ,发生 在 入 叭 菌 体 DNA 和 大 肠 杆 菌 基因 组 
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DNA 之 间 。 和 叭 菌 体 感染 大 肠 杆菌 以 后 ,其 DNA 通过 两 端的 粘性 位 点 (cohesive site， 
cos 位 点 ) 自 我 环 化 ,并 在 DNA 连接 酶 的 催化 下 实现 共 价 闭环 。 随 后 ,噬菌体 必须 在 裂解 
途径 (lytic bathuuay) 和 洲 源 途径 (lysogenic bathuay) 中 做 出 选择 。 若 是 裂解 途径 ,噬菌体 
会 在 较 短 的 时 间 内 通过 滚 环 复制 大 量 增殖 , 而 导致 宿主 菌 裂 解 ; 若 是 溶 源 途 径 , 吹 菌 体 
DNA 就 以 位 点 特异 性 重组 整合 到 宿主 染色 体 DNA 上 ,进入 到 原 噬 菌 体 Cjrobhage) 状 
态 。 在 这 期 间 , 噬 菌 体 几乎 所 有 的 基因 都 不 表达 。 

大 肠 杆菌 基因 组 有 高 度 特异 性 的 位 点 供 入 吹 菌 体 DNA 整合 , 它 位 于 ga/ 操纵 子 和 
pzo 操纵 子 之 间 ,被 称 作 附着 位 点 (the attachment site) ,简称 为 attB。atB 只 有 30 bp 长 ， 
中 央 含有 15 bp 的 保守 区 域 ,重组 就 发 生 在 该 区 域 , 该 区 域 简称 为 BOB  。B 和 B 分 别 表 
示 大 肠 杆菌 DNA 在 这 段 保守 序列 两 侧 的 臂 ( 图 6- 14) 。 


aftP 
| 
4 2 人 尺 
COS 
COS 
和 DNA 
1 DNA 连 接 酶 


山 


天 co DNA 


Eco (7) 
图 6- 14 和 噬菌体 的 位 点 特异 性 整合 


史 菌 体 的 重组 位 点 称 为 attP, 其 中 央 含有 与 attB 一 样 长 的 同 源 保守 序列 ,以 POP 
表示 。 这 段 15 bp 的 同 源 序列 是 重组 的 必要 条 件 ,但 不 是 充分 条 件 。P 和 了 分 别 表示 两 
侧 的 臂 , 人 臂 长 分 别 是 150 bp 和 90 bp( 图 6-15)。attP 两 翼 的 序列 非常 重要 ,因为 它们 含 
有 重组 蛋白 的 结合 位 点 。 


(GD 整合 时 的 切 点 (2) 切除 释放 时 的 切 点 


侠 6-15 入 噬菌体 重组 整合 或 切除 时 切 点 的 序列 


参与 入 噬菌体 整合 的 重组 蛋白 包括 :1 种 由 叭 菌 体 编码 的 整合 酶 (integrase，Int) 和 1 
种 宿主 蛋白 一 一 整合 宿主 因子 (Cintegration host factor，IHF) ,但 不 需要 RecA 蛋白。 这 两 
种 蛋白 质 结合 在 P 臂 和 了 P' 上 ,促使 czP 和 atzB 的 15 bp 保守 序列 能 正确 地 排列 。 其 中 
IHF 结合 以 后 可 让 DNA 弯曲 达 160 度 ,这 使 得 Pnt 能 更 好 地 催化 链 的 交换 (图 6- 16)。 


名 6-16 JIHF 与 DNA 结合 引起 的 弯曲 


与 同 源 重 组 一 样 , 这 类 位 点 特异 性 重组 也 有 链 交 换 ,形成 Holliday 连接 、 分 又 迁移 和 
Holliday 连接 解 离 等 过 程 , 但 链 交 换 没 有 RecA 或 者 其 类 似 物 的 参与 ,而且 分 又 迁移 的 距 
离 较 短 。Int 众 化 了 重组 过 程 的 所 有 反应 ,包括 一 段 7 bp 长 的 分 又 迁移 。 重 组 的 结果 导 
致 了 整合 的 原 噬 菌 体 两 侧 各 成 为 1 个 附着 点 ,但 结构 稍 有 不 同 , 左 边 的 att 结构 为 
BOP' ,右边 的 azz 妇 结构 是 POB'。 

整合 的 入 噬菌体 DNA 从 大 肠 杆菌 基因 组 中 的 切除 ,除了 需要 Int 和 IHF 以 外 ,还 需要 
Xis 和 倒 位 刺激 因子 (factor for inversion stimulaton，Fis) 。Xis 是 一 种 切除 酶 (excisionase) ， 
由 喉 菌 体 编码 ,Fis 由 细菌 编码 。 这 四 种 蛋白 质 都 是 与 atL 和 atR 上 的 了 P 臂 和 了 P' 臂 结 合 ， 
促进 azD 和 aiR 的 TI5bp 保守 序列 正确 地 排列 ,从 而 有 助 于 原 史 菌 体 的 释放 。 

入 喉 菌 体 的 整合 和 切除 受到 严格 的 调控 。 当 其 侵入 大 肠 杆菌 以 后 ,整合 能 和 否 发 生 主 
要 取决 于 Int 的 合成 。izt 基 因 的 转录 调控 和 czI 基因 的 调控 是 一 致 的 (参看 第 十 一 章 
原核 生物 的 基因 表达 调控 ) 。 


二 、 鼠 伤寒 沙门 氏 菌 凌 毛 抗原 的 转换 


鼠 伤寒 沙门 氏 菌 的 鞭毛 抗原 由 H1 或 世 2 和 鞭毛 蛋白 (flagellin) 组 成 ,但 在 一 个 特定 的 
细胞 内 只 有 一 种 鞭毛 蛋白 表达 。 表 达 一 种 鞭毛 蛋白 的 细胞 偶然 会 转变 为 表达 另外 一 种 
鞭毛 蛋白 的 细胞 (171 000) ,这 种 现象 称 为 相 变 (phase variation) 。 由 于 鞭毛 蛋白 是 宿主 
动物 的 免疫 系统 最 先 使 用 抗体 攻击 的 对 象 , 所 以 相 变 让 一 些 沙 门 氏 菌 能 生存 下 来 。 

相 变 的 发 生 由 倒 位 性 位 点 特异 性 重组 控制 (图 6 - 17) ,并 无 遗传 信息 的 丢弃 ,仅仅 是 
通过 倒 位 改变 基因 的 方向 ,致使 H1 和 H2 只 能 表达 一 种 。 在 一 种 方向 下 , H2 操纵 子 同 
时 转录 H2 和 了 雄 1, 但 次 1 基因 编码 的 是 一 种 抑制 也 1 转录 的 阻 过 蛋白 Rhl 。 于 是 , 当 也 2 
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(GT 这 转录 病毒 基因 组 
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的 双 链 DNA 整合 到 宿主 核 
DNA 的 过 程 属于 位 点 特异 性 


225 


表达 的 时 候 , Hl 就 不 能 表达 。 然 而 ,jz 基因 编 公 的 是 Hin 倒 位 酶 (invertase), 属 于 丝 妥 

酸 重组 酶 , 它 每 隔 一 定时 间 便 催化 位 点 特异 性 倒 位 ,导致 2 启动 子 离开 本 2 操纵 子 。 结 
果 , H2 和 Rhl 均 不 能 表达 ,这 时 Hl 反而 能 够 表达 。 

H2 凌 毛 。” 阻 巡 

蛋白 


蛋白 
本 全 9 一 一 一 
一 上 站 一 一-aEEHIESH .0C 十 
启动 子 H1 不 表达 


9 因 
H2 或 阻 过 和 蛋白 不 表达 
一 站 


侠 6-17 有 岂 伤 寒 沙 门 氏 菌 鞭 毛 抗原 的 转换 


这 里 的 倒 位 性 位 点 特异 性 重组 除了 Hin 以 外 ,还 需要 倒 位 刺激 因子 Fis, 以 及 远 处 一 
段 60 bp 的 特殊 碱 基 序列 。 这 段 序列 含有 2 个 相隔 48 bp 的 Fis 结合 位 点 ,其 位 置 和 方向 
不 影响 它 的 作用 ,这 与 真 核 生 物 的 增强 子 C(enhancer) 相 似 , 它 的 存在 可 将 重组 机 会 提高 到 
约 1 000 倍 。Fis 是 一 种 同 源 二 聚 体 蛋白 ,每 一 个 亚 基 含 有 98 个 氨基 酸 残 基 , 在 结合 上 述 
特殊 序列 以 后 ,直接 作用 Hin, 刺 激 它 催化 倒 位 区 的 链 断 裂 反应 。 


Box6-1 CreLoxP 重 组 系统 及 其 改造 和 应 用 


在 20 世纪 90 年 代 , 一 项 定向 切除 特定 DNA 的 技术 开始 流行 起 来 ,该 技术 是 根据 
大 肠 杆 菌 P1 噬菌体 所 使 用 的 位 点 特异 性 重组 系统 发 展 起 来 的 。P1 疏 菌 体 所 使 用 的 
重组 系统 仅 有 两 个 成 分 :一 是 由 它 编码 的 位 点 特异 性 重组 酶 Cre, 二 是 可 以 被 Cre 特异 
性 识别 、 结 合 和 切割 的 Loz 忆 位 点 。Cre 是 一 种 酷 氨 酸 重 组 酶 ,1 个 LozP 位 点 由 一 段 
8 bp 的 核心 序列 及 其 两 侧 的 一 对 13 b6 瓜 向 重复 序列 组 成 (ATAACTTCGTATA- 
NNNTANNNETATACGAAGTTAT)。 成 对 的 反 你 重复 序列 是 "Cre 识别 并 结合 的 地 
方 , 它 的 中 央 只 要 维持 8 bp 前 序列 一 致 就 可 以 发 生 有 效 的 重组 。 

Cre 重组 酶 和 它 识 别 的 碱 基 序列 位 点 LorP 已 组 成 一 对 “黄金 措 煌 25 被 广泛 用 于 
多 种 转基因 生 圣 和 基因 修饰 生物 的 基因 定时 ,定点 和 定 谷 喜 除 或 激活 守 在 进行 这 种 基 
因 操 作 时 , 先 要 将 L5FP 位 点 通过 传统 的 合子 注射 或 者 同 源 重组 的 方法 ,引入 到 全 能 
干细胞 的 基因 组 中 需要 将 其 切除 的 序列 的 两 侧 ， 这 样 得 到 的 转基因 生物 将 来 一 衬 表 达 
Cre 蛋白 ,高 度 保 守 且 高 效 的 位 点 特异 性 重组 立即 发 生 , 两 个 LOozP 位 点 之 间 不 需要 的 序 
列 即 被 切除 。 由 于 重组 只 在 能 表达 Gre 的 细胞 中 发 生 , 因 此 通过 控制 Cre 的 表达 可 以 实 
现 对 目标 基因 的 定时 、 定 点 和 定向 高 除 。 控 制 Cre 基因 表达 的 方法 可 以 用 可 诱导 的 启动 
子 , 如 激素 反应 元 件 (HRE) 和 热 休克 元 件 CHSE) ,或 者 使 用 组 织 性 特异 性 启动 子 : 

当 一 种 基因 组 上 被 引入 了 LozP 和 位 上 志 的 细胞 表达 Cre 以 后 ,在 两 个 LoxP 位 点 之 
闻 可 以 发 生 重 组 。2 个 Cre 结合 在 一 个 LozP 位 点 两 端 13 bp 的 重复 序列 上 ,形成 三 聚 
体 。 这 个 二 聚 体 再 与 另 一 个 LorP 位 点 上 的 三 聚 体形 成 四 荫 体 。LozP 位 点 是 有 方向 
的 ,被 Cre 四 聚 体 连 在 一 起 的 两 个 LozrP 位 志 在 方向 上 有 是 平行 的 。Cre 切 开 双 链 DNA 
上 的 两 个 LozP 位 点 ?重组 的 结果 取决 于 LozP 位 点 之 间 的 相对 方向 。 对 于 在 同一 条 
染色 体 DNA 分 子 上 的 两 个 LozP 位 点 来 说 ,如 果 两 个 LozP 位 点 是 反 向 重复 ,将 寻 致 
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让 
六 
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DNA 重组 


倒 位 | | Cre 重 组 酶 


(3) ，，3 号 染色 体 DNA 一 王 一 一 一 
7 号 染色 体 DNA- 4 一 co 一 一 


移 位 | 


CreroxP 重组 系统 介 导 的 基因 缺失 、 倒 位 和 移 位 


内 部 的 基因 发 生 倒 位 。 如 果 两 个 LozP 位 点 是 直接 重复 ,将 导致 内 部 的 基因 缺失 ;如 
果 两 个 LozP 位 点 位 于 不 同 的 娄 色 体 上 ,可 导致 移 位 。- 


.第 三 节 转 座 重 组 


转 座 重 组 是 指 DNA 分 子 上 的 碱 基 序 列 从 一 个 位 置 转 移 到 另外 一 个 位 置 的 现象 。 发 
生 转 位 的 DNA 片段 被 称 为 转 座 子 (transposon) 或 可 移 位 的 元 件 (transposable element， 
TE) ,有 时 还 称 为 跳 牙 基因 (jumping gene) 。 

与 前 两 种 重组 不 同 的 是 , 转 座 子 的 靶 点 与 转 座 子 之 间 不 需要 序列 的 同 源 性 。 接 受 转 
座 子 的 靶 点 绝 大 多 数 是 随机 的 ,但 也 可 能 具有 一 定 的 倾向 性 (如 存在 一 致 序列 或 热点 )， 
具体 是 哪 一 种 与 转 座 子 本 身 的 性 质 有 关 。 

转 座 子 的 插入 可 改变 附近 基因 的 活性 。 如 果 插 人 到 一 个 基因 的 内 部 ,很 可 能 导致 基 
因 的 失 活 ; 如 果 插 和 人 到 一 个 基因 的 上 游 ,又 可 能 导致 基因 的 激活 (图 6-18)。 此 外 , 转 座 
子 本 身 还 可 能 充当 同 源 重 组 系统 的 底 物 ,因为 在 一 个 基因 组 内 , 双 拷 贝 的 同一 种 转 座 子 
提供 了 同 源 重组 所 必需 的 同 源 序列 。 
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在 某 些 细胞 内 , 基因 X 具 有 转录 活性 


蛋白 质 没有 功能 
2 [= 
ETE E 


在 其 他 细胞 , 基因 X 转 录 被 激活 


无 影响 


儒 6- 18 转 座 子 对 基因 X 的 可 能 影响 


转 座 子 还 可 增加 一 种 生物 的 基因 组 含量 , 即 C 值 。 对 几 种 生物 的 基因 组 序列 分 析 的 
结果 表明 ,人 ,小 鼠 和 水 称 的 基因 组 大 概 有 40 光 的 序列 由 转 座 子 生 而 来 ,但 在 低 等 的 真 
核 生 物 和 细菌 内 的 比例 较 小 , 约 占 1%% 一 5 锥 。 这 说 明 在 从 低 等 生物 到 高 等 生物 的 基因 和 
基因 组 进化 过 程 中 , 转 座 子 曾 发 挥 过 十 分 重要 的 作用 。 

细菌 和 真 核 生物 的 转 座 子 在 性 质 和 转 座机 制 上 存在 很 大 的 差别 , 现 分 别 介绍 。 


一 、 细 菌 的 转 座 子 


人 们 最 早 在 大 肠 杆菌 的 半 乳 糖 操纵 子 (the gal operon) 内 发 现 转 座 现 象 。 首 先 被 发 
现 的 转 座 子 是 插 人 序列 (insertion sequences，IS) , 因 其 插入 使 半 点 处 基因 失 活 而 发 现 。 
IS 在 从 DNA 的 一 个 位 点 插入 到 另 一 个 位 点 时 ,可 导致 丢 点 基因 以 及 在 同一 个 操纵 子 内 
的 但 位 于 靶 点 基因 下 游 的 基因 表达 受阻 ,此 现象 称 为 极 性 效应 (polar effect) 。 

迄今 为 止 , 在 细菌 内 已 发 现 四 类 转 座 子 。 

(一 ) 第 一 类 转 座 子 

即 芳 , 它 们 是 最 简单 的 转 座 元 件 , 是 细菌 基因 组 、 质 粒 和 某 些 喉 菌 体 的 正常 组 分 。 它 
们 具有 以 下 特征 (图 6- 19 和 表 6- 2):(1) 长 度 较 小 ,大 概 在 700 一 1 800 bp 之 间 ;(2) 两 
端 一 般 含 有 10 一 40 bp 长 的 琢 序 列 (左边 是 玉 世 ,右边 是 FRR 和 TIRL 和 FRR 非常 相似 ， 
但 不 一 定 完全 相同 ; (3) 内 部 通常 具有 一 个 基因 ,其 表达 产物 只 与 插 人 事件 有 关 , 是 专门 
催化 转 位 反应 的 转 座 酶 (transposase,tzzpA) ,缺乏 抗生素 或 其 他 毒性 抗 性 基因 。 转 座 酶 
的 量 受 到 严格 的 调控 , 它 是 决定 转 座 频率 的 主要 因素 ;(4) 通过 前 切 和 插入 的 方式 进行 
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团 6-19 第 一 类 转 座 子 的 结构 


转 座 , 转 座 结束 后 可 导致 半 点 序列 倍增 (图 6- 20)。(5) 有 少数 (如 IS91) 没 有 明显 的 下 
序列 ,通过 滚 环 复制 和 插入 的 方式 进行 转 座 。 


表 6-2 大 肠 杆菌 中 的 几 种 插入 序列 


1S2 1327 让 半 本 1 二 
JS3 1258 39739 三 本 和 
IS4 人 1 426 二 8 一- 有 也 或 1 或 VE: 

95 15 刀 6 二 4 丰富 
JSIOR ”1329 DLR 相交 
(a) 
交错 切 开 
人 b) CATAGCCTGA 年 
/ 本 。 
插入 转 座 子 
(ec) CATAGCCTGA 一 一 T 
G ATGGCGAECTIA s 
填补 空隙 
四 本 
儒 6-20 第 一 类 转 座 子 的 转 座机 制 
(二 ) 第 二 类 转 座 子 
又 称 为 复杂 型 转 座 子 (complex transposon) ,它们 具有 以 下 特征 (图 6 - 21 和 
Tn3 
人 4957 bp 人 
tDpA bja 
人 四 风 调 吾 二-aHTEEEEE 人 到 全 本 翅 全 下 :1 ia-， 
| 转 座 栈 记 内 栈 胶 本 ] 
JRL 解 离 酶 TRR 
(38 bp) (38 bp) 
mRNAS 


全 6-21 第 二 类 转 座 子 的 结构 


DNA 重组 


229 


230 


表 6-3):(1) 较 长 ,长 度 在 2.5 一 20 kb 之 间 ;(2) 两 侧 含 有 35 一 40 bp 长 的 蕉 序列 ;(3) 
内 部 结构 基因 通常 不 止 一 个 。 常 见 的 结构 基因 包括 jpA 一 一 编码 转 座 酶 , 因 pR 一 一 编 
码 拆 分 酶 ,一 个 或 几 个 特定 的 抗生素 抗 性 基因 (resistanceyres);(4) 转 座 以 后 导致 约 5 bp 
长 的 靶 点 序列 发 生 倍增 ,由 此 在 转 座 子 两 侧 产生 直接 重复 序列 。 


表 6-3 几 种 第 二 类 转 座 子 的 特征 


直 河 让 二 下 < 全 44957 3 
Tn3 青霉素 汪汪 计 让 和 
Tn501 Hg 抗 人 性 8200 38 
Tn7 甲 氧 昔 氨 喀 啶 \ 壮 观 僚 素 、 链 霉 素 3 
(三 ) 第 三 类 转 座 子 


又 名 复合 型 转 座 子 (composite transposon) (图 6 -22 和 表 6-=-4), 由 2 个 IS 和 一 段 带 
有 抗生素 抗 性 (如 新 霉 素 磷酸 转移 酶 导致 新 霉 素 失 活 ) 或 其 他 毒性 抗 性 的 间 插 序列 组 合 
而 成 ,其 中 的 2 个 芳 位 于 转 座 子 的 两 侧 , 具 有 相同 或 相反 的 方向 。 每 一 个 苹 具 有 典型 
的 第 一 类 转 座 子 的 特征 ,可 独立 地 转 位 ,也 可 与 间 插 序列 一 道 作 为 一 个 整体 进行 集体 


Tnl0 


9300 bp 


1 400 1 400 
bp “上 |- 一 一 一 一 5500bp bp 
一 一 下 一 
上 FSior 上 FISIOR -| 
侠 6-22 第 三 类 转 座 子 的 结构 
表 6-4 几 种 第 三 类 转 座 子 的 特征 
Ta5 入 卡 浊 关 水 AI 一 二 让 3850 汪 
3 抗 条 乱 表 (oa 5 IST 
Tal0 抗 四 环 素 Czez) 下 rs， 


(四 ) 第 四 类 转 座 子 

这 一 类 转 座 子 最 为 典型 的 是 Mu 叭 菌 体 (Bacteriophage Mu) , 它 是 大 肠 杆 菌 的 一 种 
温和 性 只 菌 体 , 具 有 裂解 和 深 源 循环 生长 周期 。 在 深 源 期 ,其 DNA 整合 到 宿主 基因 组 
DNA 之 中 ,但 不 是 通过 位 点 特异 性 重组 而 是 通过 转 座 的 方式 随机 地 整合 。 它 在 复制 以 
后 ,通过 复制 型 转 位 随机 插入 到 宿主 DNA 的 任何 区 域 ,很 容易 诱发 宿主 细胞 的 各 种 突 
变 , 因 此 它 有 时 被 称 为 诱 变 子 (mutator) 。 从 转 座 子 的 角度 来 看 ,Mu 噬菌体 DNA 为 
38 kb 的 线性 双 链 ,两 侧 缺 少 阴 序列 ,其 基因 组 的 20 多 个 基因 只 有 A 基 因 和 也 基 因 
与 转 座 有 关 , 其 中 A 基 因 编 码 转 座 酶 (图 6-23)。Mnu 的 转 座 也 可 引起 靶 点 序列 产生 
倍增 。 


() 在 病毒 颗粒 中 的 噬菌体 DNA 
Mu 基因 组 


人 ABLE 头 部 /尾部 基因 
IRL JRR 


宿主 DNA 宿主 DNA 
(2) 原 病 毒 DNA 


Mu 基因 组 
co1 
染色 体 me 
CR A_BE 一 头 部 /尾部 基因 ，， 亨 i 
JR 克 JIRR 


S bp 5 bp 
直接 重复 直接 重复 
全 6-23 Mn 鸣 菌 体 DNA 的 结构 


二 、 真 核 生 物 的 转 座 子 


真 核 生 物 的 转 座 现象 最 初 由 Barbara MeClintock 于 20 世纪 50 年 代 初 在 玉米 中 发 
现 。 随 后 ,又 有 人 在 果 蝇 体内 发 现 。 但 在 当时 并 没有 引起 足够 的 重视 ,从 MecClintock 在 
1951 年 发 表 她 的 发 现 ,到 1983 年 获得 诺 贝 尔 奖 ,竟然 相隔 32 年 之 久 就 足 以 说 明 其 曾经 
受到 的 冷落 程度 。 现 已 证 明 转 座 事 件 是 真 核 生物 极为 普遍 的 现象 ,已 有 多 种 形式 的 转 座 
子 被 发 现 。 真 核 转 座 子 与 原核 转 座 子 的 差别 主要 反映 在 转 座 的 机 制 上 ,集中 在 两 个 方 
面 :(1) 真 核 转 座 子 在 转 座 过 程 中 的 剪 切 和 插 人 是 分 开 进行 的 ;(2) 真 核 转 座 子 的 复制 很 
多 需要 经 过 逆转 录 即 RNA 中 间 物 来 进行 ( 详 见 转 座机 制 ) 。 

一 般 可 以 根据 转 座 的 机 理 将 真 核 转 座 子 分 为 两 类 :第 一 类 是 无 RNA 中 间 体 的 DNA 转 
座 子 ,其 转 座 过 程 是 DNA->DNA; 第 二 类 是 需要 RNA 中 间 体 的 逆转 座 子 (retrotransposons)， 
其 转 座 过 程 是 DNA->RNA->DNA, 中 间 有 一 环节 是 逆转 录 反 应 (图 6- 24)。 


逆转 座 子 逆转 座 子 
(原来 的 拷贝 ) (新 的 拷贝 ) 


一 一 


基因 组 DNA | 


道 转录 酶 人 Fw 插入 


DNA 
人 导 6-24 逆转 座 子 的 转 座机 制 


每 一 类 转 座 子 都 有 自主 型 (autonomous) 和 非 自 主 型 (nonrautonomous)。 自 主 型 含 
有 1 一 2 个 可 读 框 ,编码 转 座 所 必需 的 酶 或 蛋白 质 ,因此 能 独立 地 进行 转 座 ; 非 自主 型 编 
码 能 力 不 足 ,不 能 独立 地 进行 转 座 , 但 保留 了 转 座 所 必需 的 顺 式 元 件 , 所 以 在 合适 的 自主 
型 转 座 子 编码 的 转 座 酶 的 帮助 下 ,也 可 以 进行 转 座 。 
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(一 ) DNA 转 座 子 

DNA 转 座 子 还 可 以 进一步 分 为 复制 型 DNA 转 座 子 (DNA transposons that 
transpose replicatively) 和 保留 型 DNA 转 座 子 (DNA transposons that transpose 
conservatively) ,其 中 ,前 者 在 转 位 前 后 , 原 位 置 上 的 拷贝 并 没有 消失 ,只 是 将 转 座 子 序列 
复制 一 份 ,并 转移 到 新 的 位 点 ;而 后 者 在 转 座 中 , 原 有 的 拷贝 被 全 部 原封 不 动 地 转移 保留 
到 新 的 位 点 。 

复制 型 DNA 转 座 子 统称 为 Helitron, 它 们 以 滚 环 的 方式 进行 复制 ,然后 再 插 人 到 新 
的 位 点 。 据 估计 , 拟 南 芥 和 线虫 基因 组 约 2 冯 的 序列 属于 此 类 转 座 子 。 

Helitron 的 两 端 无 IR 序列 ,在 转 座 以 后 ,也 不 会 使 靶 点 序列 发 生 倍 增 。 然 而 ， 
Helitron 总 是 以 5- TC 开始 ,3- CTRR 结束 (R 表示 味 叭 碱 基 )。 此 外 ,在 CTRR 序列 上 
游 , 有 一 段 16 一 20 nt 长 的 无 保守 性 的 回 文 序列 ,可 扳 成 发 夹 结 构 ( 图 6-25)。Helitron 
内 部 的 基因 可 能 只 有 1 个 ,如 来 源 于 线虫 的 ,也 可 能 含有 2 一 3 个 ,如 来 源 于 拟 南 芥 和 亚 
洲 栽培 稻 (O. satioa) 的 。 基 因 编 码 的 蛋白 质 一般 含 有 5 ~3 解 链 酶 和 核酸 酶 或 连接 酶 的 
结构 域 , Helitron 名 称 的 前 四 个 字母 来 自 于 解 链 酶 。 


人 基 人 
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真 核 生 物 绝 大 多 数 DNA 转 座 子 属于 保留 型 DNA 转 座 子 。 例 如 ,玉米 的 Ac-ZDs 系 
统 , 果 蝇 的 了 元 件 (P element) ,广泛 存在 于 多 种 生物 (原生 动物 . 果 蝇 .蚊子 和 鱼 类 等 ) 体 
内 的 水手? 元件 (mariner elements) ,以 及 在 水 称 和 线虫 体内 发 现 的 微型 反 向 重复 转 座 元 
件 Cminiature inverted-repeat transposable elements，MITE) 。 

1. 玉米 的 Ac- Ds 系统 

Ar-=-Ds 系统 是 由 MecClintock 最 先 发 现 的 (图 6-=26)。Ac 表示 激活 子 元 件 Cactivator 
element), 约 有 4 563 bp, 属 于 自主 型 , 带 有 全 功能 的 转 座 酶 基因 ,两 端 是 11 bp 的 蕉 序 
列 ; Ds 表示 解 离 元 件 (dissociation element), 属于 非 自 主 型 * 两 端 也 是 11 bp 的 了 IR 序列 ， 
但 中 间 只 有 缺失 ,无 功能 的 转 座 酶 基因 , 它 实 际 上 是 Ac 经 不 同 的 缺失 突变 形成 的 。 让 于 
Ds 无 转 座 酶 ,因此 单独 不 能 转 位 ,只 有 Ac 存在 才 可 以 。 


4 563 bp 


11bp CAGGATGAAA TTTCATCCCTA 

避 交 rc 

p 

2 CAGGATGAAA TTTCATCCCTA 
证 下 时 六 星 ] 缺失 
一 一 一 一 一 一 没有 功能 的 转 座 酶 
11 bp 
11bp 
11bp 
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玉米 种 子 的 颜色 由 紫色 色素 基因 C 决 定 (图 6-27)。 如 果 Ac 或 Ds 插入 到 C 基因 
(color gene) 内 部 , 则 C 基 因 失 活 , 于 是 玉米 籽粒 不 能 产生 紫色 色素 ,而 成 为 黄色 ;如 果 Ds 
从 C 跳 开 ,C 基因 就 能 正常 表达 ,玉米 籽粒 又 变 成 紫色 ;如 果 Dxs 远离 Ac ,或 者 Ac 本 身 跳 
开 , 位 于 C 基 因 内 的 Ds 则 不 再 受 Ac 的 控制 ,可 以 持续 发 挥 对 C 基因 的 抑制 作用 ,使 玉 
米 籽粒 成 为 黄色 。Ac 和 Ds 在 染色 体 上 的 跳动 十 分 活 牙 ,使 得 受 它 们 控制 的 颜色 基因 时 
开 时 关 , 于 是 玉米 籽粒 便 出 现 了 斑斑 点 点 。 


(1) 紫色 籽粒 
到 讽 大 嘲 Les 和 LELC .一 
正常 的 C 基 因 
表达 色素 产物 
(2) 无 色 籽 粒 an 


激活 Ds 转 座 C 基 因 内 部 


C 基 因 
(3) 斑点 籽粒 


在 籽粒 发 育 过 程 中 , 某 些 细胞 内 Ds 
被 激活 离开 C 基 因 , 使 其 恢复 正常 


售 6-27 玉米 的 4c-Ds 系统 


2. 果 晶 的 卫 元 件 

完整 的 了 元 件 长 度 约 为 2. 9 kb, 两 端 含有 31 bp 的 耻 序列 ,内 部 有 一 个 可 读 框 ,由 4 
个 外 显 子 和 3 个 内 含 子 组 成 ,编码 转 座 酶 。P 元 件 的 转 座 可 引起 染色 体 的 断裂 和 基因 突 
变 , 因 此 可 导致 细胞 的 死亡 。 但 它 只 能 在 生殖 细胞 内 发 生 , 这 是 因为 只 有 在 生殖 细胞 内 
转 座 酶 的 RNA 才能 被 正确 地 剪接 (3 个 内 含 子 完全 切除 ), 从 而 翻译 出 具有 活性 的 转 座 
酶 ,而 在 体 细 胞 内 ,第 3 个 内 含 子 不 能 被 除 掉 , 由 这 种 RNA 翻译 出 来 的 产物 是 转 座 的 阻 
过 物 。 上 述 阻 遏 物 也 存在 于 含有 了 元 件 的 卵细胞 的 细胞 质 , 因 此 含有 了 元 件 的 雌 果 蝇 与 
缺乏 了 元 件 的 雄 果 蝇 交配 不 会 产生 不 育 后 代 , 而 含有 了 元 件 的 雄 果 蝇 与 缺乏 了 元 件 的 肉 
果 蝇 交配 , 则 产生 许多 不 育 后 代 。 

3.“ 水 手 ? 元 件 

水 手 元 件 也 叫 水 手 类 元 件 (mariner-like element，MLE) 最 早 发 现在 一 种 源 于 印度 洋 
的 果 电 CDrosopjPila zazaxuriztiaza )。 其 长 约 为 1. 3 kb, 两 端 为 一 段 短 IR 序列 ,内 部 只 有 1 
个 转 座 酶 基因 。 

MLE 很 特别 ,具有 水 平 传播 的 能 力 , 即 能 够 在 不 同 的 物种 之 间 进 行 水 平 转移 。 已 在 
很 多 原生 动物 ,400 多 种 节肢 动物 和 鱼 的 基因 组 内 发 现 其 踪迹 。 

4，。，MITE 

MITE 是 在 秀丽 隐 杆 线虫 (C，elegazxs) 基 因 组 和 水 称 基 因 组 序列 测定 完成 以 后 发 现 
的 ,这 两 种 生物 的 基因 组 中 含有 大 量 的 MITE, 人 、 爪 蟾 和 苹果 的 基因 组 中 也 发 现 有 
MITE。 
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MITE 非常 小 , 仅 有 50 bp 一 500 bp, 不 能 编码 任何 蛋白 质 ,两 端 含 有 15 bp 的 了 序 
列 ,属于 非 自 主 型 转 座 子 ,因此 , 转 座 需 要 借用 其 他 自主 型 转 座 子 编码 的 转 座 酶 。 例 如 ， 
在 野生 的 水 稻 基 因 组 中 发 现 一 种 叫 mmPing 的 转 座 子 就 属于 此 类 , 它 的 转 座 需 要 自主 型 
转 座 子 Ping 编码 的 转 座 酶 的 帮忙 。 
Box 6-2， 睡 美人 转 座 子 的 复活 


2009 年 ,国际 分 子 、 细 胞 生物 学 双生 物 技 术 方案 和 研究 协会 (ISMCBBPR) 将 睡 美 
人 (sleeping beatityySB) 转 座 子 / 转 座 酶 SB100X 评 为 当年 的 年 度 分 子 。 此 转 座 系 统 已 
经 失 活 了 一 千 多 万 年 。1997 年 ,美国 明尼苏达 大 学 的 Zoltan Ivwics 等 人 根据 已 积累 的 
多 种 同 家 族 转 座 予 的 系统 发 生 数 据 , 利 用 生物 信息 学 的 方法 ,对 其 进行 基因 重建 ,终于 
“唤醒 ”了 它 的 转 座 活 性 : 故 有 个 这 么 美丽 的 名 字 。 和 全 和 条 让， 是 因为 它 能 够 
在 状 椎 动物 内 实现 可 靠 、 稳 定 的 基因 转移 。 

我 们 已 经 知道 ， 二 访 人 类 基 
因 组 为 例 , 约 5 色 的 序列 来 源 于 转 座 子 。 但 是 , 绝 大 多 数 转 座 子 已 经 夷 失 活 性 。 例 
如 ,从 关 椎 动物 基因 组 分 离 四 来 的 Tel/ 水 手 转 座 子 超 家 族 由 于 积累 了 大 量 突变 ,已 经 
没有 活性 。 香 类 基因 组 中 的 洒 蚜 就 是 其 中 的 二 个 亚 族 代 表 。， 

Ivics 等 人 复活 睡 美人 转 座 子 的 基本 思路 是 : 先 重新 激活 转 座 酶 ,再 重建 能 被 激活 
的 转 座 酶 识别 的 顺 式 元 件 。 他 们 从 8 种 备 类 基因 组 中 + 共 得 到 了 12 种 链 鱼 类 TcE 的 
部 分 序列 ,然后 从 中 确定 可 能 具有 功能 的 保守 性 蛋白 属 和 DNA 序列 烧 体 。 在 对 其 中 
突变 了 的 转 座 酶 的 可 读 框 进行 概念 翻译 分 析 后 ,他 们 发 现 有 五 个 区 域 在 所 有 的 TcE 
转 座 酶 中 是 高 度 保守 的 :一 个 是 靠近 N 端 肘 段 的 二 元 核定 位 信和 号 ， 另 一 个 是 功能 不 详 
靠近 肘 链 中 央 的 富 含 Gly 模 体 ,还 有 三 段位 于 人 C 端 肚 眉 ;组 成 含有 -DDE 的 仪 化 转 位 的 
结构 域 。 多 重 序列 比 对 显示 转 位 酶 编码 区 的 突变 随机 型 相当 高 。 


， 亚 特 兰 下 末 休 仙人 生计 光合 二 下 这 


他 们 在 重新 激活 在座 酶 的 过 程 让 ， 谨 访 疾 琴 小 天 活 而 二 和 部 天 三 文 鱼 (Atlanitic 
salmon) 的 TcEs 和 一 段 彩 拭 鲜 鱼 (rainbow trout) 的 转 座 酶 的 序列 ,去 除 提 前 出 现 的 翻 
译 终 正 密码 子 和 移 框 位 置 , 一 般 段 地 拼凑 出 一 个 全 长 的 可 读 框 一 -SB3, 然后 进行 活 
性 测定 ,但 发 现 没有 活性 。 究 其 原因 ,是 由 于 发 生 了 非 同 义 的 核 疹 酸 取代 突变 ,SB3 多 
肽 与 转产 酶 的 一 致 序列 有 24 个 位 置 不 一 样 ;其 中 9 企 在 假定 的 功能 结构 域内 。 于 是 ,他 
们 在 这 个 功能 区 进行 了 系统 的 逐一 替换 ,最 后 终于 得 到 了 具有 活性 的 转 座 酶 。 这 种 被 
复活 的 睡 美 人 转 座 酶 能 在 香 类 、 小 鼠 和 人 类 细胞 中 , 芭 底 物 特 异性 的 方式 , 招 侣 在 钙 香 
类 转 座 子 Csalmonid transposon) 两 侧 的 了 R 上 ,通过 "前 切 一 粘贴 ”的 方式 众 化 其 转 位 。 

(二 ) 逆转 座 子 

逆转 座 子 在 真 核 生 物 基因 组 中 所 占 的 比例 很 高 。 根 据 两 端的 结构 ,可 将 它们 分 为 
LTR 闭 转 座 子 (LTR-containing retrotransposon) 和 非 LTR 道 转 座 子 (Non-LTR 
retrotransposon) (图 6- 28): 在 LTR 逆转 座 子 的 两 端 ,含有 类 似 于 道 转 录 病 毒 基 因 组 
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RNA 经 逆转 录 产 生 的 LTR 序列 ; 非 LTR 关 转 座 子 没有 LTR 序列 ,但 在 一 端 含 有 1 小 

段 重 复 序列 (通常 是 poly A) 。 无 论 是 哪 一 种 逆转 座 子 ,同样 有 自主 型 和 非 自 主 型 之 分 。 

如 果 是 自主 型 的 ,其 内 部 含有 gasg 基因 和 zol 基因 ,但 缺乏 编码 逆转 录 病 毒 外 壳 蛋 白 的 

ez 岂 基因。zpoL 基因 编码 蛋白 酶 .逆转 录 酶 、 核 糖 核酸 酶 也 和 整合 酶 ;如 果 是 非 自 主 型 的 ， 
则 内 部 序列 大 小 变化 很 大 ,已 丧失 大 多 数 或 全 部 编码 功能 。 

LTR 反 转 座 子 

自主 型 区 人 | 


侠 6-28 LTR 逆转 座 子 和 非 LTR 逆转 座 子 的 结构 


属于 LTR 逆转 座 子 的 有 果 蝇 基因 组 上 的 Copie 元 件 和 酵母 基因 组 上 的 Ty 元 件 , 属 
于 非 LTR 逆转 座 子 的 有 LINE SINE 和 SVG 等 。 

1. 酵母 的 Ty 元件 

Ty 元 件 在 酵母 单 倍 体 细胞 中 约 有 35 个 拷贝 ,散布 在 各 染色 体 DNA 上 ,一 般 位 于 基 
因 组 DNA 基因 贫乏 的 区 域 或 异 染 色 质 所 在 的 地 方 , 这 样 可 以 降低 对 宿主 可 能 造成 的 危 
害 。 其 LTR 称 为 8 序列 ,长 度 大 概 为 330 bp。T? 元 件 的 转 座 效 率 很 低 , 平 均 10 世代 才 
会 发 生 工 次 。 

1985 年 ,Gerald Fink' 及 其 同事 设计 了 一 个 巧妙 实验 ,证 明 Ty 元 件 是 通过 RNA 中 
间 物 转 座 的 。 他 们 将 这 类 转 座 子 的 一 种 Tyl 受 控 于 半 乳 糖 启 动 子 , 于 是 它 的 转录 受到 培 
养 基 中 的 半 乳 糖 的 诱导 。 结 果 表 明 , 如 果 培 养 基 中 没有 半 乳 糖 , 则 几乎 观测 不 到 转 座 现 
象 ; 反 之 ,如 果 培 养 基 中 有 半 乳 糖 , 则 有 转 座 发 生 。 此 外 ,他 们 还 将 一 个 内 含 子 人 为 插入 
到 Ty1 内 部 , 当 使 用 半 乳 糖 诱导 转录 以 后 ,发 现在 新 位 置 上 出 现 的 转 座 子 拷贝 已 丢掉 了 
内 含 子 。 上 述 实验 说 明 ,Tyl 的 确 通 过 RNA 转录 物 为 中 间 体 进行 转 座 的 ,和 否则 它 的 转 座 
不 可 能 受到 半 乳 糖 的 诱导 ,更 不 可 能 丢掉 内 含 子 序列 。 

Ty 元 件 可 分 为 五 大 家 族 (Ty1 一 Ty5) ,但 并 不 是 都 具有 转录 的 活性 。 具 有 转录 活性 
的 Ty 元 件 属于 自主 型 道 转 座 子 ,其 转录 产物 最 多 可 占 到 细胞 总 mRNA 的 5 外 以 上 。 内 
部 含有 活性 的 tyA 基因 和 tyB 基因 ,分 别 相当 于 逆转 录 病 毒 的 gag 和 zol 。43A 编码 一 
种 DNA 结合 蛋白 ,zyB 编码 逆转 录 酶 。 但 由 于 缺乏 编码 逆转 录 病 毒 外 壳 蛋 白 的 ex 基 
因 , 因 此 ,它们 在 细胞 内 并 不 能 装配 成 感染 性 的 病毒 颗粒 ,但 可 以 形成 类 似 于 病毒 的 颗粒 
Cvirus-like particle，VLP) (图 6-29)。 节 

2. 果 晶 的 Cozpia 元 件 本 

Cozpia 元 件 长 度 约 为 5. 1 kb, 每 一 个 果 蝇 基因 组 大 概 有 20 一 60 个 拷贝 ,散布 在 各 染 
色 体 上 ,其 LTR 的 长 度 约 为 276 bp。 每 一 个 Copia 的 内 部 含有 一 个 长 可 读 框 ,编码 的 是 “” 信 6- 29 类 似 于 病毒 的 
由 整合 酶 .逆转 录 酶 和 一 种 DNA 结合 蛋白 组 成 的 多 聚 蛋 白质 。 在 果 蝇 细胞 中 ,也 含有 无 T7 元 件 颗 粒 
传染 性 的 类 似 于 病毒 的 颗粒 。 

Cozpia 元 件 在 结构 上 与 酵母 的 Ty 相似 ,但 转 座 效率 略 高 于 Ty, 约 10 一 10 世代 发 
生 一 次 , 它 的 转 座 可 导致 半 点 上 5 bp 序列 发 生 倍增 。 

3. LINE SINE 和 SVA 

灵 长 类 基因 组 含有 的 非 LTR 逆转 座 子 包括 LINE、SINE 和 SVA( 图 6- 30), 其 中 
LINE 和 SINE 的 结构 特征 已 在 第 三 章 基 因 、 基 因 组 和 基因 组 学 中 做 过 介绍 。 它 们 都 缺 
乏 LTR, 其 中 LINE 分 为 LINE-1( 简 称 为 L1) 和 LINE- 2( 简 称 为 L2) 两 种 形式 。 
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和 图 6-30 LINE、SINE 和 SVG 三 种 逆转 座 子 的 结构 


人 LINE 的 主要 形式 是 L1* 在 人 类 基因 组 上 的 拷贝 数 超过 50 万 ,其 长 度 在 1 kb 一 
6 kb。 完 整 的 1 的 全 长 为 6.5 kb, 含 有 2 个 可 读 框 , 一 个 相当 于 gag 基因 ,编码 一 种 DNA 
结合 蛋白 , 另 一 个 编码 具有 逆转 录 酶 活性 的 内 切 核酸 酶 。 然 而 ,人 类 基因 组 中 具有 转录 
和 翻译 活性 的 完整 的 LI 大 概 有 100 个 , 绝 大 多 数 都 是 长 度 不 等 的 缺失 性 突变 体 , 形 失 了 
有 功能 的 基因 。 

LINE 转 座 的 基本 过 程 见 后 ,由 于 LI - DNA 的 转录 终止 并 不 总 是 精确 的 ,有 时 通 
读 , 有 时 提前 结束 ,结果 导致 一 些 转录 产物 要 么 被 加 长 ,要么 被 截 短 ,这 就 是 L1 序列 不 均 
一 的 原因 ,那些 被 截 短 的 L1 很 可 能 就 开 失 了 某 些 功能 ; 

有 时 ,由 L1-RNA 翻译 出 来 的 逆转 录 酶 偶尔 会 误 以 细胞 内 其 他 基因 的 mRNA 为 底 
物 ,并 将 逆转 录 成 的 cDNA 整合 到 基因 组 DNA 上 ,从 而 产生 假 基因 。 通过 这 种 手段 产生 
的 假 基因 , 既 少 掉 了 正常 基因 所 具有 的 内 含 子 ,也 少 了 真 基因 转录 所 必需 的 全 套 局 动 子 
和 其 他 调控 序列 ,因此 一 般 没 有 转录 活性 。 

人 类 基因 组 含有 大 量 的 SINE, 其 约 占 基因 组 总 量 的 10 吧 ,它们 散布 在 各 染色 体 DNA 
上 ,在 靠近 5- 端 含有 RNA 聚合 酶 焉 所 识别 的 内 部 启动 子 序列 (A 盒 和 B 盒 )。 绝 大 多 数 
SINE 属于 Ai 家 族 或 Aix 序列 ,其 主要 特征 参看 第 三 章 基因 ,基因 组 和 基因 组 学 。 

已 发 现 Aiz 序列 至 少 与 人 类 的 一 种 遗传 病 一 一 神经 纤维 瘤 (neurofibromatosis) 有 
关 , 在 这 种 病人 体内 ,Alix 序列 插入 到 一 种 抑 癌 基 因 一 一 NFI] 的 内 部 ,导致 该 基因 的 失 
活 。NF1 编码 的 是 神经 纤维 瘤 蛋白 (neurofibromin) , 其 功能 是 通过 干扰 原 瘤 基因 ras 编 
码 的 Ras 蛋白 的 作用 而 抑制 细胞 的 生长 和 分 裂 。 

SVA 元 件 是 存在 于 灵 长 类 动物 基因 组 内 的 一 类 非 自主 逆转 座 子 ,最 初 被 命名 为 
SINE-R 元 件 ,其 中 有 表示 它 起 源 于 逆转 录 病 毒 。SVA 以 它 的 三 个 主要 成 分 来 命名 : 
SINE-RVNTR 和 Ai 序列。 在 灵 长 类 基因 组 内 超过 一 半 以 上 的 SVG 是 全 长 的 ,能 够 利 
用 LL] 编码 的 内 切 酶 和 逆转 录 酶 进行 转 座 。SVA 一 端 为 多 聚 A 尾巴 序列 ,在 两 仙 有 半点 倍 
增产 生 的 重复 序列 。 单 独 的 SVA 的 大 小 会 有 变化 ,主要 是 因为 内 部 的 VNTR 有 多 态 性 。 

相对 于 LINE 和 SINE,SVA 是 灵 长 类 基因 组 的 “新 兵 ”, 但 "实力 ” 却 在 不 断 壮 大 。 已 
发 现 一 些 新 的 SVA 是 人 类 一 些 疾 病 的 病因 。 与 LI1 相似 ,SVA 在 转 座 的 时 候 , 有 可 能 带 
走 其 两 端的 基因 组 序列 ,从 而 导致 外 显 子 洗 牌 (exon shuffling) ,进而 产生 新 的 基因 家 族 ， 
因此 , 它 对 宿主 有 利 有 弊 。 


三 \ 古 菌 的 转 座 子 
十 菌 体内 的 转 座 子 主要 是 IS 和 MITE, 仅 有 少量 复合 型 转 座 子 ,迄今 为 止 还 没有 发 


现任 何 道 转 座 子 的 存在 。 其 IS 在 结构 上 类 似 于 细菌 , 与 真 核 生物 差别 较 大 。 两 端 是 短 
的 及, 内 部 带 有 1 一 2 个 可 读 框 ,编码 转 座 酶 ,在 转 座 以 后 ,一 般 会 导致 插入 点 序列 的 倍 
增 。 其 MITE 为 非 自 主 的 已 缺失 了 转 座 酶 部 分 或 全 部 序列 的 IS。 

十 菌 与 细菌 在 转 座 子 结构 上 的 相似 性 说 明了 在 它们 之 间 发 生 过 转 座 元 件 的 水 平 转 
移 (lateral transfer) ,而 这 种 转移 在 真 核 生 物 和 古 菌 之 间 却 没 曾 发 生 过 。 


四 、 转 座 的 分 子 机 制 


转 座机 制 一 般 分 为 两 种 类 型 :一 种 是 简单 转 座 (simple transposition) ,也 称 为 直接 转 
座 或 保留 型 转 座 (conservative transposition ) 或 非 复制 型 转 座 (nonreplicative 
transposition) ,另外 一 种 是 复制 型 转 座 (replicative transposition) 。 无 论 是 哪 一 种 机 制 ， 
起 主导 作用 的 都 是 转 座 酶 。 

迄今 为 止 ,已 发 现 五 类 转 座 酶 。 这 五 类 酶 在 转 座 中 使 用 不 同 的 催化 机 制 , 调 节 DNA 
链 的 断裂 和 重新 连接 。 

(1) DDE- 转 座 酶 :含有 高 度 保守 的 三 联 体 氨 基 酸 残 基 , 即 Asp(D)、Asp(D) 和 Glu 
( 王 ) ,它们 是 参与 催化 的 2 价 金属 离子 (主要 是 Mg” ) 与 酶 配 位 结合 所 必需 的 。 

(2) Y2 - 转 座 酶 :活性 中 心 有 2 个 Tyr 残 基 参 与 催化 。 

(3) Y- 转 座 酶 :活性 中 心 的 1 个 Tyr 残 基 参 与 催化 。 

(4) S- 转 座 酶 :活性 中 心 的 Ser 残 基 参 与 催化 。 

(5) RTV7En 转 座 酶 :由 逆转 录 酶 和 内 切 酶 组 合 而 成 。 

(一 ) 简单 转 座 

这 种 机 制 只 是 将 起 始 位 点 上 的 转 座 子 剪 切 下 来 ,然后 再 粘贴 到 新 的 靶 点 上 去 。 显 
然 , 在 转 座 完成 以 后 ,起 始 位 点 上 的 转 座 子 序列 已 消失 ,因此 转 座 子 的 拷贝 数 维持 不 变 。 
参与 此 种 转 座机 制 的 转 座 酶 主要 是 DDE- 转 座 酶 ,也 有 的 使 用 Y- 转 座 酶 或 S- 转 座 酶 。 
利用 此 机 制 的 转 座 子 有 :IS10 \IS50、 了 元 件 `.Ac/Ds 元 件 和 水 手 元 件 等 。 

由 DDE 转 座 酶 催化 的 转 座 子 的 前 切 有 三 种 方式 (图 6- 31) :第 一 种 方式 是 转 座 子 的 
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食 6-31 由 DDE 转 座 酶 介 导 的 转 座 子 剪 切 和 插入 机 制 


第 六 章 ，DNA 重组 


人 GE 你 认为 十 菌 基 因 组 
宙 全 有 进 和 大 于 吗 ? 为 什么 ? 
回 凤 记 息 3 回 


237 


238 


3- 端 被 切 开 ,形成 3- OH 和 5“- 磷 酸 。 随 后 ,3'- OH 亲 核 进攻 另 一 条 链 上 转 座 子 5 - 端 
的 磷酸 二 了 酯 键 ,导致 形成 两 端 带 有 发 夹 结 构 的 游离 转 座 子 。 当 发 夹 结构 被 切 开 以 后 ,就 
被 转移 到 靶 点 上 ;第 二 种 方式 是 转 座 子 的 5 - 端 被 切 开 , 形 成 3- OH 和 5 -磷酸 。 随 后 ， 
3 一 OH 亲 核 进攻 另 一 条 链 上 转 座 子 3 -端的 磷酸 二 酯 键 ,使 转 座 子 直接 游离 出 来 ,但 转 
座 子 两 侧 的 DNA 则 形成 发 夹 结构 ;最 后 一 种 方式 是 转 座 子 的 5- 端 和 3 - 端 先后 被 切 开 ， 
无 发 夹 结构 的 形成 。 

(二 ) 复制 型 转 座 

这 种 机 制 需要 将 起 始 位 点 上 的 转 座 子 复制 一 份 ,然后 再 粘贴 到 新 位 点 上 。 显 然 ,每 
转 座 一 次 , 找 贝 数 就 增加 一 份 。 有 的 转 座 子 的 复制 不 需要 RNA 中 间 物 ,有 的 需要 RNA 
中 间 物 , 现 分 别 加 以 讨论 。 

1. 不 需要 RNA 中 间 物 的 转 座 子 复制 

不 使 用 RNA 中 间 物 的 复制 一 般 使 用 滚 环 复制 ,由 Y2 - 转 座 酶 催化 ,使 用 此 机 制 进 
行 复制 的 转 座 子 有 IS91 和 Helitron。 

有 一 种 模型 认为 复制 和 插 人 分 开 进 行 ( 图 6- 32 左 列 ) ,具体 步骤 是 : 
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侠 6-32， 转 座 子 的 复制 和 插入 机 制 


G1) 转 座 酶 切 开 转 座 子 起 点 的 一 条 链 ,产生 5 -磷酸 酷 氨 酸 酯 键 连接 和 3 - OH。 

(2) 聚合 酶 以 3 - OH 作为 引物 ,开始 链 取 代 合成 。 

《3) 转 座 酶 在 转 座 子 的 终点 以 同样 的 方式 切 开 同 一 条 链 ,从 而 游离 出 单 链 转 座 子 。 
(4) 新 合成 的 DNA 链 的 3 - OH 亲 核 进攻 位 于 转 座 子 终点 的 5 -磷酸 酷 氨 酸 酯 键 ， 


形成 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 , 并 释放 出 转 座 酶 。 

(5) 转 座 酶 在 靶 点 上 切 开 DNA 的 一 条 链 , 同样 产生 5 -磷酸 酷 氨 酸 酯 键 连接 和 
3 一 OH。 

(6) 前 面 被 游离 出 来 的 单 链 转 座 子 通过 其 3 - OH, 亲 核 进攻 和 靶 点 上 5 -磷酸 酪 氨 酸 
酯 键 , 致 使 单 链 转 座 子 插 和 人 到 靶 点 。 

(7) 靶 点 上 3- OH 亲 核 进攻 单 链 转 座 子 上 的 5 -磷酸 酷 氨 酸 酯 键 , 靶 点 的 切口 被 颖 
合 , 转 座 酶 得 到 释放 。 

(8) 在 靶 点 的 另 一 条 链 上 进行 DNA 的 修复 合成 ,产生 转 座 子 的 互补 链 。 

还 有 一 种 模型 认为 复制 与 插入 同时 进行 ,具体 步骤 是 (图 6- 32 右 列 ): 

(1) 转 座 子 的 起 点 和 靶 点 同时 被 转 座 酶 切 开 , 产 生 5 -磷酸 酷 氨 酸 酯 键 连 接 和 
3- OH。 

(2) 靶 点 上 的 3- OH 进攻 转 座 子 起 点 上 的 5 -磷酸 酷 氨 酸 酯 键 ,形成 新 的 3 ,5 - 磷 
酸 二 酯 键 , 致 使 转 座 子 的 一 端 插入 到 靶 点 。 

(3) 在 转 座 子 起 点 的 3 -OH 开始 DNA 链 取代 合成 ,导致 转 座 子 的 一 条 链 被 取代 。 

(4) 转 座 酶 在 终点 的 前 切 导 致 转 座 子 的 一 条 链 完 全 插入 到 层 后 准 s 

(5) 在 转 座 子 和 靶 点 上 分 别 进行 3 - OH 亲 核 进攻 5 -磷酸 酪 氨 酸 酯 键 的 反应 ,致使 
两 个 位 点 上 的 切口 被 颖 合 。 

(6) 在 靶 点 的 另 一 条 链 上 进行 DNA 的 修复 合成 ,产生 转 座 子 的 互补 链 。 

2. 需要 RNA 中 间 物 的 转 座 子 复制 

逆转 座 子 都 需要 RNA 中 间 物 ,但 LTR -逆转 座 子 和 非 LTR -逆转 座 子 在 转 座 的 具 
体 步 又 上 有 很 大 的 差别 ,其 中 LTR -逆转 座 子 的 转 座机 制 类 似 于 逆转 录 病 毒 , 这 里 以 L1 
为 例 , 只 介绍 非 LTR -逆转 座 子 的 转 座 过 程 。 

L1 转 座 主要 依赖 靶 点 引发 的 道 转 录 反 应 (target-primed reverse transcription， 
TPRT) ,其 详细 过 程 是 (图 6- 33): 
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6-33 逆转 座 子 的 转 座机 制 


(1) LI-DNA 在 RNA 聚合 酶 开 的 催化 下 转录 为 L1- RNA。 

(2) LI1-RNA 进 和 细胞质 ,被 翻译 成 RT 和 内 切 酶 。 

(3) LI1-RNA 与 翻译 产物 一 起 返回 到 细胞 核 。 

(4) 内 切 酶 在 靶 点 上 切 开 DNA 的 一 条 链 , 产 生 3-OH 和 5 _ 确 酸 . 

(5) RT 在 靶 点 的 3-OH 上 ,以 LI-RNA 为 模板 ,启动 逆转 录 , 开 始 合成 cDNA 的 
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第 一 条 链 。 

(6) 靶 点 上 的 第 二 条 链 被 内 切 酶 或 宿主 细胞 的 核酸 酶 切 开 ,产生 3 -OH 和 5 - 
磷酸 。 

《7) 新 合成 的 cDNA 第 一 条 链 与 靶 点 上 的 另 一 条 链 通过 微 同 源 性 而 配对 ,使 得 靶 点 
上 第 二 切 点 上 的 3- OH 能 够 作为 引物 ,以 启动 ADNA 第 二 条 链 的 合成 。 

(8) 划 点 上 的 缺口 被 宿主 DNA 聚合 酶 填补 。 有 时 ,逆转 录 酶 可 能 切换 模板 ,以 靶 点 
上 的 另 一 条 链 为 模板 ,继续 cDNA 第 一 条 链 的 合成 ,然后 再 由 逆转 录 酶 或 宿主 细胞 内 的 
DNA 聚合 酶 合成 EDNA 的 第 二 条 链 , 并 填补 缺口 。 

L1 内 切 酶 在 底部 的 这 条 链 的 A 和 了 工 之 间 切 开 , 暴 露出 一 个 3 - OH, 作 为 引物 ,以 含 
有 多 聚 A 尾 巴 的 LI1-RNA 为 模板 ,合成 cDNA。 上 面 的 一 条 链 交 错 切 开 ,再 进行 修补 合 
成 .连接 ,最 后 可 导致 丢 点 序列 (TACT) 倍 增 (targetrsite duplication，TSD)( 图 6-34)。 
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儒 6-34 LI 逆转 座 子 复制 粘贴 的 过 程 


治疗 的 方法 是 使 用 抗生素 ,但 在 过 去 的 四 十 多 年 中 ,许多 抗生素 已 经 失效 。 

MarkK T.， Anderson 在 对 临床 上 分 离 出 来 的 淋 球 菌 进行 基因 组 序列 分 析 的 时 和 候 ， 
在 15 例 中 分 离 到 3 例 中 含有 一 段 与 人 类 TI1=- DNA 相同 的 序列 。 含 有 这 种 LI-DNA 
的 淋 球 菌 约 占 淋 球 菌 分 离 物 的 11 只。 在 与 淋 球 菌 亲 缘 关 系 十 分 密切 的 脑膜 类 球菌 
(CNeisseria maezizzigitidis) 中 ,并 没有 发 现 人 类 的 DNA。 这 说 明 , 人 类 DNA 转移 到 淋 球 
菌 是 近期 发 生 的 事件 。 

一 种 细菌 能 从 宿主 中 获取 遗传 信息 ,这 在 进化 士 的 意义 非 同 寻常 。 那 些 得 到 类 人 
DNA 的 淋 球 菌 可 能 会 变 成 新 的 菌株 。 但 这 是 否 会 给 这 些 细 菌 提 供 某 种 好 处 尚 不 得 而 

。 众 所 周知 ,不 同 的 细菌 之 间 , 以 及 细菌 和 酵母 直接 发 生 基 因 转 移 并 不 陌生 ,现在 
DNA 被 转移 到 细菌 内 ,这 听 起 来 有 点 让 人 匪夷所思 。 至 于 其 中 的 酌 制 还 
不 清楚 。 中 


五 、 转 座 作 用 的 调节 - 


转 座 子 这 类 自私 的 DNA 序列, 像 计 算 机 病毒 一 样 ,可 以 自我 复制 .粘贴 。 新 的 转 座 
子 的 插入 可 导致 有 害 的 突变 ,或 者 影响 整个 基因 组 的 稳定 ,还 可 能 带 有 增强 子 或 绝缘 子 
序列 ,从 而 改变 临近 基因 的 表达 。 已 发 现 人 类 的 一 些 疾病 与 转 座 子 有 关 , 如 L1 插入 到 族 
血 因子 则 基因 或 结肠 腺 瘤 性 息肉 Cadenomatous polyposis coli，APC) 基 因 的 内 部 ,可 分 别 
导致 血 友 病 和 结肠 瘤 。 然 而 , 转 座 子 也 有 好 的 一 面 。 例 如 ,它们 可 以 增加 一 种 生物 的 C 
值 ,也 可 能 对 基因 的 调节 和 适应 有 好 处 。 转 座 子 对 它们 的 宿主 不 管 是 好 是 坏 ,都 是 相互 
依赖 的 。 在 长 期 的 进化 过 程 中 ,宿主 已 在 多 个 水 平 发 展 了 多 种 抑制 转 座 子 活性 的 机 制 ， 
特别 是 在 生殖 细胞 内 ,以 实现 由 转 座 事 件 产生 的 利弊 的 平衡 ,防止 有 害 的 突变 传 给 后 代 。 

GD) 染色 质 和 DNA 水 平 

许多 真 核 转 座 子 位 于 转录 活性 差 的 异 染 色 质 内 ,或 者 内 部 含有 抑制 转录 活性 的 5- 
甲 基 胞 喀 喧 ,这 实际 上 是 利用 复杂 的 表 观 遗传 沉默 机 制 来 抑制 转 座 子 活性 。 这 类 方式 被 
植物 普遍 使 用 ,它们 对 包括 在 CG.CHG 和 CHH(CH 代表 AT 或 C) 序 列 上 进行 高 水 平 
的 甲 基 化 ,对 H3 组 蛋白 的 Lys9 进行 甲 基 化 修饰 (H3K9me2) ,使 用 24 nt 长 的 小 干扰 
RNA(CsSiRNA) 进 行 RNA 指导 的 DNA 甲 基 化 (RNA-directed DNA methylation，RdDMD) 。 
若 DNA 甲 基 化 样式 受到 破坏 ,可 激活 转 座 子 。 例 如 , 拟 南 闪 有 一 种 甲 基 转 移 酶 MET1， 
其 失 活 突变 可 直接 导致 拟 南 芥 的 一 个 逆转 座 子 下 VADE(CEVD) 的 激活 。 

(2) 转录 水 平 

一 般 说 来 ,驱动 转 座 酶 基因 转录 的 启动 子 天 生 是 弱 启 动 子 , 因 此 , 转 座 酶 的 转录 效率 
本 来 就 低 ; 其 次 , 它 的 启动 子 通 常 有 部 分 序列 位 于 末端 重复 序列 之 中 ,这 使 得 转 座 酶 能 够 
与 自身 的 启动 子 序列 结合 而 进行 自体 调控 ,从 而 使 转录 的 活性 降低 。 此 外 , 某 些 转 座 酶 
基因 的 转录 还 受到 阻 遏 蛋白 的 负 调 控 。 

(3) 转录 后 水 平 

在 大 多 数 动物 体内 (从 线虫 到 哺乳 动物 ) ,存在 着 一 类 非 编码 的 小 RNA, 叫 PIWI 作 
用 的 RNA(CPIWTinteracting RNA，piIRNA) ,它们 时 刻 监 视 着 基因 组 ,防止 有 害 的 转 座 事 
件 的 发 生 。 这 里 的 PIWI 和 蛋白 和 参与 干扰 RNA 作用 的 Ago 蛋白 同属 一 大 家 族 。PpiRNA 
主要 分 布 在 动物 的 生殖 细胞 ,一般 长 度 为 20 nt~35 nt, 其 3 -端的 核 苷 酸 在 2- 产 基 被 四 
基 化 修饰 ,5 -端的 核 昔 酸 一 般 是 尿 苷 酸 。PpiRNA 在 与 PITWI 蛋白 结合 以 后 ,通过 碱 基 互 
补 配对 锁定 目标 RNA。 与 大 多 数 Ago 蛋白 一 样 ,PIWI 也 具有 内 切 核酸 酶 活性 , 它 通过 
切割 与 PRNA 互补 的 RNA, 诱 导 转 录 后 的 转 座 子 的 沉默 。 此 外 ,还 有 一 些 PIWI 蛋白 
《如 果 蝇 的 Piwi 和 小 鼠 的 Miwi2) 可 进入 细胞 核 ,通过 异 染 色 质 组 蛋白 标记 H3K9me3 或 
DNA 甲 基 化 在 转录 水 平 上 诱导 转 座 子 沉默 。 
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piRNA 在 基因 组 DNA 上 成 复 排 列 , 最 先 转录 的 是 一 个 长 的 前 体 ,随后 被 加 工 成 成 
熟 的 piRNA, 再 通过 一 种 乒乓 循环 (ping pong cycle) 机 制 得 以 扩 增 。 在 这 种 循环 机 制 中 ， 
先 成 熟 的 piRNA( 初 级 piRNA) 与 PIWI 和 蛋白 结合 ,在 遇 到 含有 互补 序列 的 由 逆转 座 子 转 
录 产 生 的 RNA 以 后 ,PIWI 将 转 座 子 RNA 切 成 小 的 片段 ,使 其 成 为 次 级 piRNA。 次 级 
piRNA 与 PIWI 蛋 白 结合 ,再 去 回头 作用 初级 piRNA 的 前 体 ,产生 更 多 的 成 熟 的 PERNA 
去 对 付 逆转 座 子 转录 产生 的 RNA( 图 6-35)。 
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(4) 翻译 水 平 

某 些 转 座 子 mRNA 翻译 的 起 始 信号 隐蔽 在 特殊 的 二 级 结构 之 中 ,这 使 得 它 的 起 始 
密码 子 难以 被 核糖 体 识 别 , 从 而 降低 了 它 的 翻译 效率 。 此 外 :还 可 以 通过 翻译 水 平 上 的 
移 框 或 反 义 RNA(antirsense RNA) 来 减弱 或 抑制 转 座 酶 的 翻译 。 

(5) 转 座 酶 本 身 的 稳定 性 

许多 转 座 酶 的 稳定 性 很 差 , 很 容易 被 宿主 细胞 内 的 蛋白 酶 降解 ,这 在 一 定 程度 上 降 
低 了 转 座 酶 的 活性 。 

《6) 转 座 酶 活性 的 顺 式 调 节 

已 发 现 某 些 转 座 酶 对 表达 它 的 转 座 子 或 邻近 的 转 座 子 的 活性 高 ,而 对 其 他 位 点 上 的 
同一 种 转 座 子 的 活性 很 低 , 这 就 限制 了 它 对 其 他 位 点 转 座 事件 的 影响 。 

(7) 宿主 因素 的 影响 

转 座 酶 的 活性 经 常 受到 宿主 细胞 内 多 种 因子 的 调节 ,如 DNA 伴侣 蛋白 (CDNA 
chaperone) IJHF HU 和 DnaA 蛋白 等 。 
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科学 故事 一 一 跳跃 基因 ”的 发 现 


1983 年 的 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 被 授予 美国 遗传 学 家 Barbara MecClintock。 
MecClintock 得 奖 的 时 候 已 81 岁 高 龄 , 离 她 提出 “跳跃 基因 ”假说 的 时 间 已 近 32 年 。 
她 的 假说 长 时 间 遭 到 冷遇 甚至 妥 落 ,其 前 期 境遇 并 不 比 遗 传 学 的 开山 鼻祖 Mendel 
好 多 少 。Mendel 在 修道 院 中 孤独 地 进行 忱 豆 杂 交 实 验 , 通 过 数学 的 方法 ,整理 出 遗 


传 的 基本 定律 。 在 1865 年 ,他 就 完成 了 这 些 实验 ,但 一 直 等 到 1900 年 ,他 的 研究 结 
果 同 时 被 3 位 科学 家 在 3 个 不 同 的 国度 再 度 发 现 后 才 被 肯定 。 而 McClintock 花 了 
近 50 年 的 时 光 在 其 狭 罕 的 研究 园 里 ,陪伴 着 她 的 是 玉米 。 在 那 时 候 很 多 研究 小 组 
都 以 众 取胜 ,更 有 大 笔 经 费 。 但 她 却 连 一 个 研究 助理 也 请 不 起 。 她 的 研究 一 直 很 少 
受到 人 们 的 注意 。 就 在 这 种 背景 下 ,她 发 现 了 玉米 有 跳跃 基因 (Ac 和 Ds) ,它们 在 染 
色 体 上 可 随 情 况 不 同 跳 来 跳 去 ,来 去 自如 。 这 些 基 因 可 以 控制 或 调节 某 些 结构 基因 
的 活性 。 当 她 在 1951 年 发 表 她 的 研究 成 果 时 ,全 世界 大 约 只 有 5 名 遗传 学 家 能 了 解 
她 的 研究 报告 。 

其 实在 20 世纪 30 年 代 ,McClintock 对 现代 生物 学 就 有 了 卓越 贡献 ,她 是 第 1 
个 将 观察 及 鉴别 玉米 染色 体 所 需 的 细胞 学 技术 发 展 成 功 的 学 者 ,从 而 证 明了 生物 在 
形成 配子 时 在 染色 体 的 互 换 中 的 确 有 遗传 物质 交换 ,为 现代 细胞 遗传 学 的 发 展商 定 
了 基础 ,而 跳跃 基因 则 是 她 后 半生 的 另 一 高 峰 。 

美国 时 代 杂 志 曾 经 报道 ;McClintock 自 幼 就 很 有 主见 。 她 在 17 岁 时 进入 
Cornell 大 学 就 读 , 她 本 来 想 主 修 植 物 育 种 ,但 是 由 于 该 专业 不 收 女生 而 改 读 植物 系 。 
1927 年 她 获得 植物 遗传 学 博士 学 位 ,由 此 与 玉米 开始 发 生 漫长 的 罗 景 史 。 在 20 世 
纪 30 年 代 , 女 性 科学 家 是 没有 地 位 的 ,因此 她 毕业 以 后 像 一 个 皮球 一 样 ,由 一 个 机 
构 滩 到 另 一 个 机 构 , 在 1942 年 甚至 失业 。 好 在 新 成 立 的 华盛顿 卡 内 基 研 究 所 
(Carnegie Institution of Washington) 接 受 了 她 ,并 在 冷泉 港 (Cold Spring Harbor) 
遗传 实验 室 给 她 一 个 研究 员 的 职位 。 为 了 报答 知 遇 之 恩 , 她 在 那里 工作 一 直到 1992 
年 病逝 。 

20 世纪 40 年 代 ,McClintock 在 Cold Spring Harbor 发 现 了 玉米 基因 中 有 一 群 
控制 玉米 粒 糊 粉 层 颜色 的 突变 基因 ,能 从 突变 型 回复 成 自然 状态 的 野生 型 ,而 使 子 
粒 呈 现 红 色 斑 点 。 这 个 结果 跟 她 的 同事 M，Rhoades 的 发 现 十 分 类 似 ,Rhoades 发 
现 玉 米粒 的 基因 中 有 一 对 黑色 的 纯 合 子 亲 代 在 应 该 繁殖 出 都 是 黑色 子 代 时 ,居然 得 
到 不 同 颜色 的 子 代 , 其 比率 为 全 黑 : 黑 点 : 无 色 一 12 : 3 : 1。 

对 于 同样 的 结果 ,Rhoades 想到 ,玉米 应 有 两 个 影响 玉米 粒 颜 色 的 基因 ,一 个 管 
颜色 , 另 一 管 斑纹 。 当 "斑点 基因 ”出 现时 ,无 色 的 突变 基因 恢复 成 有 颜色 的 形态 , 因 
此 玉米 粒 的 种 皮 显 现 斑纹 。 但 他 的 学 说 必须 有 两 个 重要 的 前 提 , 一 是 无 色 回 复 突 变 
成 有 颜色 的 频率 要 很 高 ,二 是 这 种 回复 突变 必须 在 有 斑纹 基因 时 方 能 发 生 。 但 是 
MecClintock 则 不 以 为 然 , 她 假设 除了 颜色 基因 外 另 有 两 个 基因 ,其 一 非常 靠近 颜色 
基因 ,可 以 直接 控制 其 开 或 关 ; 另 一 位 于 染色 体 上 下 离 稍 远 处 ,而 可 以 控制 第 一 个 基 
因 开关 的 速率 。MecClintock 将 此 二 基因 命名 为 控制 元 件 , 以 别 于 结构 基因 。 她 的 远 
见 比 发 现 细 菌 中 有 启动 子 和 阻 遇 蛋白 基因 的 Jacob 和 Monod 足 足 早 了 十 多 年 。 

1956 年 ,McClintock 将 有 关 的 跳跃 基因 作 了 简要 的 益 述 ,她 认为 ,她 的 实验 结 
果 已 确定 这 些 元 件 都 存在 于 玉米 的 染色 体 上 ,她 对 这 些 控制 元 件 的 共同 特征 进行 了 
总 结 :(]1) 可 使 特定 的 基因 表达 受到 严格 的 调控 ,可 开 可 关 ;(2) 它们 可 在 染色 体 上 
移动 ,也 可 在 不 同 染 色 体 间 转 位 ;(3) 它们 可 以 自动 离 去 ,使 受 控 基因 又 回 到 本 来 面 
目 ;(4) 它们 可 使 染色 体 断 裂 , 甚 至 引起 染色 体 之 移 位 、 重复、 缺失 与 倒 位 。 

由 于 McClintock 所 持 的 “跳跃 基因 ?观点 并 不 被 当时 的 科学 界 认可 ,因此 她 甚至 
放弃 发 表 她 的 很 多 研究 成 果 。 她 说 :无 人 要 读 它 ,发 表 何 用 ?” 然 而 ,时 间 是 科学 真 
理 的 试金石 ,到 了 20 世纪 60 年 代 , 分 子 遗 传 学 家 开始 利用 新 的 方法 印证 了 她 的 发 
现 。 后 来 发 展 出 来 的 基因 克隆 技术 将 McClintock 在 30 年 前 发 现 的 跳跃 基因 进行 了 
详细 的 分 析 。 这 些 都 导致 她 的 假说 最 终 被 学 术 界 接纳 。 


MeClintock( 1902 一 1992) 
和 她 的 玉米 
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Ac-Ds 系统 被 研究 较为 详细 。Ac 是 一 种 自主 调节 的 基因 , 当 它 转移 到 某 一 
因 附 近 就 可 调节 该 基因 的 活性 。 同 时 Ac 也 可 使 另 一 Se 
引起 染色 体 之 断裂 及 异常 。Ds 可 插入 玉米 的 shruziRez (SAn) 基 因 座 次 而 引起 Sn-Sj 
之 突变 。 位 于 SS 基因 座次 的 基因 编码 的 是 蔗糖 合成 酶 。1982 年 ,B. Burr 与 FE，A. 
Burr 利用 野生 型 玉米 所 制造 的 蔗糖 合成 酶 mRNA 以 制备 cDNA ,作为 S 六 基因 产 次 
的 探 针 以 寻找 Ds 插入 的 位 置 。 再 利用 各 种 限制 性 内 切 酶 将 Ds 元 件 切 下 来 ,并 就 较 
大 的 DNA 加 以 分 析 。 其 结果 显示 , 当 突变 型 内 的 Ds 基因 长 度 为 20 Kb 一 22 Kb。 
这 些 Ds 元 件 插 入 SA 基因 后 就 可 引起 突变 。 由 此 推论 , 若 能 移 走 此 元 件 , 就 可 以 使 
突变 型 (内 ) 一 野生 型 (Si) 。McClintock 曾 分 离 出 四 种 Ds 诱发 的 突变 型 。 经 分 析 ， 
两 个 突变 型 是 在 3 基因 座次 靠近 转录 区 插入 了 约 20kb 的 外 源 DNA, 而 另外 两 种 
突变 型 则 在 Si 基因 的 5- 端 插入 。 还 有 一 种 回复 突变 型 在 插入 的 DNA 分 子 上 发 生 
了 很 大 的 重 排 , 导 致 Sj 基因 恢复 活性 

漫漫 长 夜 后 灿烂 的 黎明 终于 来 临 。 在 1980 年 后 ,名 利 如 雪 片 飞 来 , 让 
MecClintock 应 接 不 上 昭 。1981 年 ,她 荣获 拉 斯 可 基础 医学 研究 奖 (Albert Lasker Basic 
Medical Research Award) 和 以 色 列 颁发 的 Wolf Foundation 奖 。 同 年 被 推选 为 艺 加 
哥 Mac Arthur Foundation 的 研究 员 , 终 其 一 生 , 每 年 可 获 免税 薪 伟 6 万 美元 ,而 最 
高 的 奖项 应 该 是 1983 年 的 诺 贝 尔 奖 。 

McClintock 的 事迹 犹如 一 个 科学 界 的 神话 故事 ， 运 信箱 浊 的 清 学 家 长 久 在 退隐 
中 追寻 真理 ,她 的 发 现 一 向 受到 茂 视 ,直到 新 的 技术 和 手段 验证 了 她 的 发 现 。 而 诺 
贝尔 奖 不 过 再 度 肯 定 罢 了 ,虽然 来 得 太 迟 了 一 些 。 

为 什么 MeClintock 的 成 就 要 经 过 如 此 漫长 的 岁月 才 被 科学 界 肯定 呢 ? 原 2 
这 个 观念 对 当时 的 遗传 学 家 而 言 是 完全 新 颖 的 ,而 当 她 发 表 时 ,根本 无 人 相信 。 
国 爱丁堡 大 学 遗传 学 有 在. 
当时 生物 学 中 "染色体 是 稳定 的 ”信条 。 第 二 ,她 太 和 急于 将 如 此 复杂 的 证 据 表现 给 
行 , 以 致 他 们 完全 无 法 吸收 。” 芬 肯 记 得 ,在 1948 da 
McClintock, 她 立刻 非常 热切 地 向 他 解释 这 个 发 现 ,而 且 似 乎 固 人 便 如 此 。 受 到 大 
家 的 漠视 而 得 不 到 认同 ,MecClintock 失望 极 了 ,从 此 她 退隐 且 沉 默 , 仿 佛 缩 到 蜗 壳 
中 ,但 仍 不 放弃 研究 。 


> 


思考 题 : 


1. 根据 Holliday 重组 模型 ,什么 因素 决定 重组 中 间 物 中 异 源 双 链 的 长 度 ? 

2. 如 果 DNAP 工 的 5 外 切 核酸 酶 的 活性 发 生 了 改变 ,其 切割 的 产物 是 5- OH 和 
3 -磷酸 ,而 不 是 3- OH 和 5 -磷酸 ,那么 会 有 什么 后 果 ? 为 什么 ? 

3. 上 述 变 化 并 不 导致 突变 ,但 能 增加 同 源 重组 的 机 会 ,为 什么 ? 

4. 大 肠 杆 菌 的 同 源 重 组 导致 DNA 异 源 双 链 区 的 形成 ,显然 ,这 些 异 源 双 链 区 含有 
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错 配 的 碱 基 对 ,为 什么 错 配 修复 系统 不 会 将 它们 修复 ? 
5. 许多 体外 分 析 方 法 被 用 来 测定 RecA 催化 的 链 交 换 活 性 。 预 测 以 下 每 一 对 底 物 
与 RecA、ATP 和 SSB 保温 以 后 ,预期 的 产物 是 什么 ? 
底 物 (1) : 单 链 的 环形 DNA 和 双 链 线形 DNA。 它 们 具有 相同 的 长 度 , 完 全 同 源 ; 
底 物 (2) : 短 的 单 链 线形 DNA 和 双 链 环形 DNA。 短 的 片段 与 环形 DNA 同 源 ; 
底 物 (3) : 单 链 线形 DNA 和 双 链 线形 DNA。 它 们 具有 相同 的 长 度 , 完 全 同 源 ; 
底 物 (4): 还 有 缺口 的 环形 DNA 和 双 链 线形 DNA。 环 形 DNA 完整 的 那 一 条 链 与 线 
形 DNA 具有 相同 的 长 度 , 完 全 同 源 。 具 有 缺口 的 一 条 链 与 完整 的 那 一 条 链 互补 配对 ,只 
底 物 


人 @ 


6. 当 RecA 与 DNA 结合 的 时 候 , 结 合 能 被 用 来 驱动 DNA 形成 特定 的 结构 。 在 
RecA 蛋白 丝 上 的 DNA 结构 发 生 了 何 种 变化 ? 为 什么 这 种 变化 有 利于 链 交换 ? RecA 和 蛋 
白 与 DNA 结合 具有 协同 性 。 解 释 什 么 是 结合 的 协同 性 ? 为 什么 RecA 和 蛋白质 的 这 种 性 
质 能 促进 链 交换 ? 如 果 要 交换 50 nt, 那 么 最 少 需要 多 少 个 RecA 蛋白 分 子 装 配 到 
DNA 上 ? 

7. 真 核 细胞 的 RAD51 所 具有 的 某 些 性 质 类 似 于 大 肠 杆菌 的 RecA。 然 而 ,.RAD51 
装配 到 DNA 上 需要 其 他 的 一 些 蛋 白质 的 帮助 。 首 先 , 双 链 DNA 需要 变 成 单 链 ; 其 次 ， 
它 与 单 链 DNA 的 结合 需要 BRCA2 蛋白 的 帮助 。 

(1) 单 链 DNA 是 如 何 产生 的 ? BRCA2 的 功能 是 什么 ? 

(2) RAD51 对 单 链 DNA 具有 什么 特殊 的 要 求 ? 

8. 如 何 设计 一 个 实验 确定 一 个 转 座 子 为 逆转 座 子 ? 

9，HO 内 切 酶 启动 酵母 交配 型 的 转换 。 此 酶 识别 一 段 12 bp 的 序列 ,该 序列 仅 在 酵 
民 基 因 组 中 出 现 3 次 :一 个 在 Mat 座次 ,另外 两 个 在 EM 座次 。 

(1) HO 表达 以 后 只 切 Mat 座次 ,为 什么 不 切 呈 M 座次 ? 

(2) 一 旦 HO 在 Meat 座次 产生 一 个 双 链 裂口 ,位 于 Meaz 的 信息 如 何 被 FM 座次 上 
的 信息 取代 ? 

(3) 假定 设计 一 个 带 有 HO 识别 序列 .在 酵母 中 有 活性 的 转 座 子 。 如 果 HO 在 带 有 
许多 这 种 拷贝 的 转 座 子 的 二 倍 体 细 胞 中 人 工 表 达 , 你 认为 将 会 发 生 什么 ? 如 果 是 在 单 倍 
体 细胞 中 ,结果 会 有 什么 不 同 ? 

10. 试 预测 图 中 所 示 的 DNA 分 子 被 所 列 的 蛋白 质 处 理 以 后 得 到 的 产物 的 结构 ( 假 
定 蛋 白质 的 作用 需要 ATP 的 话 , 就 同时 提供 ATP) 。 
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第 七 章 RNA 的 生物 合成 


DNA 是 生物 主要 的 遗传 物质 ,其 贮存 遗传 信息 的 方式 是 它 的 一 级 结构 ;和 蛋 百 质 是 生 
物体 功能 的 主要 执行 者 ,其 功能 由 特定 的 三 维 结构 决定 。 然 而 ,任何 蛋白 质 的 三 维 结构 
都 是 由 它 的 一 级 结构 决定 的 ,而 它 的 一 级 结构 归根 到 底 又 是 由 编码 它 的 基因 的 一 级 结构 
决定 的 。 根 据 * 中 心 法 则 ”, 要 将 一 种 蛋白 质 基因 的 一 级 结构 转化 成 这 种 蛋白 质 的 一 级 结 
构 ,首先 需要 按照 碱 基 互 补 配 对 的 原则 ,以 DNA 为 模板 ,合成 RNA, 然 后 再 以 下 NA 为 模 
板 , 合 成 蛋白 质 。 这 种 以 DNA 为 模板 合成 RNA 的 过 程 称 为 转录 (transcription), 以 
RNA 为 模板 合成 蛋白 质 的 过 程 称 为 翻译 (translation) 或 转译 。 转 录 和 翻译 统称 为 基因 
表达 (gene expression ) 。 

RNA 除了 可 以 通过 DNA 转录 产生 以 外 ,对 于 许多 RNA 病毒 来 说 ,还 可 以 通过 
RNA 复制 或 RNA 转录 产生 。 

本 章 将 重点 介绍 DNA 转录 的 一 般 特 征 、 催 化 转录 的 RNA 聚合 酶 的 结构 与 功能 以 
及 转录 的 详细 机 制 , 同 时 还 会 简单 介绍 一 些 RNA 病毒 所 进行 的 RNA 复制 的 一 般 原 理 
和 基本 过 程 。 


第 一 节 _DNX 转录 


DNA 转录 发 生 在 细菌 和 古 菌 的 细胞 质 基 质 ,以 及 真 核 细胞 的 细胞 核 及 其 线粒体 或 
叶绿体 的 基质 。 转 录 的 过 程 十 分 复杂 ,不 同 的 生物 体 和 不 同 的 基因 在 转录 的 具体 细节 上 
不 尽 相同 ,但 仍然 有 许多 共同 的 特征 适合 于 所 有 的 转录 系统 。 


一 、 转 录 的 一 般 特 征 


转录 的 一 般 特 征 主要 包括 : 
(1) 需要 DNA 模板 ,但 并 非 一 个 DNA 分 子 上 所 有 的 碱 基 序列 都 可 以 作为 转录 的 
模板 。 


有 意义 链 过 二 无 意义 链 | 
编码 链 cc 模板 链 
Crick 链 Watson 链 


亲 amenmn ra 并 下 | 人 
食 7-1 DNA 转录 的 简单 图 解 


与 DNA 复制 不 同 的 是 ,转录 只 发 生 在 DNA 分 子 上 具有 转录 活性 的 区 域 。 对 于 一 
个 DNA 分 子 来 说 ,并 不 是 所 有 的 序列 都 能 转录 ,即使 能 转录 的 序列 也 不 是 每 时 每 刻 都 在 
转录 。 此 外 ,DNA 两 条 链 也 并 不 是 都 被 转录 。 在 转录 的 时 候 ,不 同 的 基因 所 使 用 的 模版 
链 不 尽 相 同 。 对 某 一 特定 的 基因 来 说 ,DNA 分 子 上 作为 转录 模板 的 那 一 条 链 称 为 模板 
链 (template strand) ,与 模板 链 互补 的 那 一 条 链 称 为 编码 链 (coding strand) 。 模 板 链 也 称 
作 无 意义 链 (nonsense strand) 或 Watson 链 , 编码 链 也 称 作 有 意义 链 (sense strand) 或 
Crick 链 (图 7--1)。 

(2) 以 四 种 NTPs 即 ATP.GTP.CTP 和 UTP 作为 底 物 ,并 需要 Mg 。 但 在 细胞 中 
并 无 TITP, 所 以 转录 时 不 可 能 有 工 的 直接 参 人 。 

(3) 需要 DNA 的 解 链 。 

与 DNA 复制 一 样 ,转录 时 作为 模板 的 DNA 必须 发 生 解 链 , 才 能 暴露 隐藏 在 双 螺 旋 
内 部 的 碱 基 序列 ,并 游离 出 指导 碱 基 配 对 的 氢 键 供 体 或 受 体 ,然后 以 其 中 的 一 条 链 作为 
模板 ,在 碱 基 互补 配对 原则 的 指导 下 进行 转录 反应 。 假 如 某 一 个 基因 的 模板 链 的 序列 是 
5- AGGGTTCCGC -=- 3 , 则 该 基因 的 编码 链 序列 应 为 5- GCGGAACCCT - 3 ,而 被 转录 
的 RNA 分 子 的 碱 基 序 列 就 是 5-GCGGAACCCU -3' 。 请 注意 ,一 个 基因 的 编码 链 与 转录 
产生 的 RNA 分 子 其 实 是 同 义 的 ,只 不 过 是 在 RNA 分 子 中 由 也 代替 了 DNA 分 子 中 的 T。 

(4) 不 需要 引物 , 即 能 够 从 头 进行 。 这 是 不 同 于 DNA 复制 的 一 个 十 分 重要 的 差别 。 

(5) 第 一 个 被 转录 的 核 昔 酸 通常 是 味 叭 核 苷 酸 , 约 占 90%% 左 右 , 特 别 是 腺 苷 酸 。 

(6) 与 DNA 复 制 一 样 ,转录 的 方向 总 是 从 5 -~3 。 

转录 的 这 一 特征 可 以 被 虫草 素 (cordycepin) 在 体内 能 抑制 转录 延伸 的 现象 来 证 明 : 
虫草 素 就 是 3 -脱氧 腺 苷 ,在 细胞 内 经 过 核 背 酸 合成 的 补救 途径 ,可 转变 为 3 -脱氧 腺 并 三 
磷酸 。 因 为 它 能 够 抑制 转录 的 延伸 ,就 说 明了 转录 的 方向 是 5 -~3'。 这 类 似 于 ddNTP 对 
DNA 复制 造成 的 末端 终止 ,否则 它 绝 不 可 能 参 和 到 RNA 链 上 ,也 就 无 法 导致 末端 终止 。 

《7) 转录 具有 高 度 的 忠实 性 。 

转录 的 忠实 性 是 指 一 个 特定 基因 的 转录 具有 相对 固定 的 起 点 和 终点 ,而 且 转 录 过 程 
严格 遵守 碱 基 互 补 配对 规则 。 然 而 ,转录 的 忠实 性 要 明显 低 于 DNA 复制 。 这 是 因为 机 
体 在 一 定 程度 上 能 够 容忍 转录 的 低 忠实 性 :首先 转录 产生 的 RNA 通常 不 是 遗传 物质 , 因 
而 即使 转录 错 了 ,也 不 会 传 给 后 代 ; 其 次 ,遗传 密码 的 简 并 性 (参看 第 九 章 蛋白 质 的 生物 
合成 ) ,使 得 RNA 序列 的 变化 并 不 意味 着 所 编码 的 氨基 酸 序 列 就 一 定 发 生变 化 ;此 外 ,转录 
出 的 RNA 分 子 一 般 比较 短 , 出 现 错误 的 机 会 就 低 ; 最 后 ,一 个 基因 的 转录 物 是 多 拷贝 的 ,其 中 
转录 错误 的 毕竟 占 少数 ,何况 细胞 有 专门 的 质量 控制 系统 ,会 将 错误 的 转录 物 水 解 掉 。 

(8)- 转 录 受 到 严格 调控 。 调 控 的 位 点 主要 发 生 在 转录 的 起 始 阶段 ( 详 见 第 十 一 章 
原核 生物 基因 表达 的 调控 和 第 十 二 章 真 核 生 物 基因 表达 的 调控 ) 。 


二 、 催 化 DNA 转录 的 RNA 聚合 酶 


转录 是 一 种 很 复杂 的 酶 促 反 应 , 主要 由 RNA 聚合 酶 催化 。RNA 聚合 酶 全 名 是 
DNA 依赖 性 的 RNA 聚合 酶 (CDNA-dependent RNA polymerase,RNAP)。 然 而 ,最 先 从 
大 肠 杆 菌 得 到 的 能 催化 RNA 合成 的 酶 是 多 聚 核 苷 酸 磷酸 化 酶 (polynucleotide 
phosphorylase,PNP) ,该 酶 是 在 1955 年 由 Severo Ochoa 和 Marianne Grunberg-Manago 
发 现 的 。PNP 八 化 的 反应 式 为 : 


CNMP) .十 NDP CNMP)。.: 十 Pi 
此 反应 式 表 明 ,PNP 不 可 能 是 人 们 期 待 已 久 的 那 种 细胞 用 来 催化 转录 的 酶 ,因为 它 
不 需要 模板 ,使 用 NDP 代替 NTP, 合 成 的 RNA 序列 由 NDP 的 种 类 和 相对 浓度 来 决定 。 
后 来 发 现 ,PNP 的 实际 功能 是 降解 而 不 是 合成 RNA。 真 正 催 化 转录 的 酶 直到 1960 年 ， 
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(CT 及 虽然 基因 转 示 的 时 
候 不 可 能 直接 转录 出 工 ,但 某 
些 RNA 分 子 中 的 确 含有 工 ， 
如 tRNA。 你 认为 这 些 RNA 
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才 由 Charles Loe、Audrey Stevens 和 Jerard Hurwit 这 三 位 科学 家 各 自 独 立地 从 大 肠 杆 
菌 中 分 离 得 到 。 

RNAP 是 高 度 保 守 的 ,特别 表现 在 三 维 结构 上 。 细 菌 . 古 菌 、 真 核 生物 细胞 核 和 叶 绿 
体 两 种 RNAP 中 的 一 种 都 是 由 多 个 亚 基 组 成 ,而 叶绿体 中 的 另 一 种 RNAP 以 及 只 菌 体 
和 线粒体 基因 组 编码 的 RNAP 一 般 由 单个 亚 基 组 成 。 

所 有 的 多 亚 基 RNAP 都 有 5 个 核心 亚 基 ,细菌 还 有 一 个 专门 识别 启动 子 的 ec 因子 ， 
真 核 生 物 的 三 种 细胞 核 RNAP 除 了 具有 5 个 不 同 的 核心 亚 基 之 外 ,还 有 另外 5 个 共同 的 
亚 基 。 

RNAP 所 催化 的 反应 通 式 为 : 


nCATP+GTP+CTPHUTP) -ee CNMP), 十 nPP， 

它 催化 磷酸 二 酯 键 形 成 的 反应 机 制 与 DNAP 几乎 相同 (参看 第 四 章 DNA 的 生物 合 
成 ), 反 应 产物 是 与 DNA 模板 链 序列 互补 的 RNA 以 及 PP, 。 此 反应 在 过 量 的 PP, 存 在 下 
是 可 逆 的 ,但 由 于 PP 在 细胞 内 很 快 地 被 含量 丰富 的 焦 伙 酸 酶 水 解 , 因 此 反应 实际 上 是 不 
可 逆 的 。 

尽管 RNAP 与 DNAP 都 是 以 DNA 为 模板 ,并 从 5 -3 方向 催化 多 聚 核 音 酸 的 合 
成 ,但 是 这 两 类 聚合 酶 的 差别 显而易见 ,概括 起 来 包括 : 

(1) RNAP 只 有 5 一 3 的 聚合 酶 活性 ,无 5 -外 切 核酸 酶 和 3 -外 切 核酸 酶 的 活性 。 
缺乏 3 -外 切 核酸 酶 的 活性 让 它 在 催化 转录 的 时 候 , 不 能 实时 进行 自我 校对 。 然 而 ,已 有 
强烈 的 实验 证 据 表 明 , 几 乎 所 有 的 RNAP 都 具有 潜在 的 内 切 核酸 酶 活性 。 有 的 RNAP 
不 需要 其 他 蛋白 质 的 激活 就 有 此 活性 ,如 真 核 生 物 的 RNAP 焉 ;有 的 RNAP 则 需要 在 一 
些 转录 因子 的 刺激 下 才 有 此 活性 ,如 细菌 的 RNAP 需 要 GreA 或 GreB 蛋白 的 激活 , 古 菌 
的 RNAP 需 要 TFS 的 激活 , 真 核 生 物 的 RNAPT 需 要 TFIS 的 激活 。RNAP 的 内 切 酶 
活性 一 方面 可 以 用 来 解除 某 些 因素 造成 的 转录 暂停 状态 , 另 一 方面 还 可 以 对 错 配 的 核 苷 
酸 进行 校对 。 

2) 细菌 的 RNAP 本 身 就 具有 解 链 酶 的 活性 , 故 能 在 转录 的 时 候 直 接 促 进 DNA 双 
链 的 解 链 。 

《3) 进入 活性 中 心 的 NTP 在 2-OH 上 与 RNAP 有 多 重 接触 位 点 ,而 进入 DNAP 活 
性 中 心 的 daNTP 无 2- OH。 这 使 得 RNAP 很 容易 辨认 出 NTP 和 dNTP。 

(4) 在 转录 的 起 始 阶段 ,RNAP 会 在 原 地 多 次 催化 无 效 转录 (abortive transcription) 
(图 7- 2)。 无 效 转录 是 指 RNAP 在 离开 启动 子 进入 转录 延伸 阶段 之 前 ,会 多 次 重复 局 
动 转录 并 释放 出 短 的 无 用 转录 物 的 现象 。 目 前 对 于 无 效 转录 的 生物 学 意义 还 不 清楚 ,但 
有 研究 表明 ,一些 基因 无 效 转录 的 次 数 似 乎 可 影响 到 转录 的 终止 。 


从 起 始 过 渡 到 延伸 阶段 


人 DNA | 


TS 


与 启动 子 结合 合成 3-8 nt 停止 移动 ”大 于 10 nb 离开 局 动 
启动 转 


转录 子 , 进入 延伸 阶段 
了 8 和 
无 效 转录 物 ”RNA 


食 7- 2 DNA 转录 起 始 阶段 发 生 的 无 效 转录 


(5) RNAP 能 直接 催化 RNA 的 从 头 合成 ,不 需要 引物 。 

与 DNAP 形成 鲜明 对 比 的 是 ,RNAP 不 需要 引物 , 即 可 以 直接 利用 NTP 从 头 合成 
RNA。 在 一 个 磷酸 二 酯 键 形成 时 ,RNAP 对 两 个 核 昔 酸 的 几何 限制 是 非常 严格 的 :只 有 
在 第 一 个 NTP 底 物 的 3 一 OH 与 第 二 个 底 物 NTP 完美 地 排列 在 一 起 的 时 候 ,活性 中 心 
的 双 镁 离子 才能 行使 催化 。 而 对 于 DNAP 来 说 ,催化 类 似 的 反应 要 容易 得 多 ! 因为 引 
物 的 3- OH 已 经 被 固定 在 RNA-DNA 杂交 双 链 上 。 因 此 ,看 起 来 似乎 浪费 能 量 的 无 效 
起 始 是 RNAP 不 使 用 引物 而 必须 付出 的 代价 。 这 也 可 能 是 许多 RNAP 需要 起 始 转录 因 
子 来 补充 它 的 活性 中 心 从 而 实现 有 效 启动 的 原因 。 有 趣 的 是 ,一 些 延 伸 因 子 也 有 相似 的 
行为 ,可 像 穿 线 般 深入 到 酶 的 活性 中 心 ,调节 酶 的 催化 。 

(6) 在 RNAP 催化 转录 的 过 程 中 ,转录 物 不 断 地 与 模板 “剥离 ”, 而 在 复制 过 程 中 ， 
DNAP 上 开放 的 裂缝 允许 DNA 双 链 从 酶 分 子 上 伸展 出 来 。 

(7) RNAP 在 转录 的 起 始 阶段 可 受到 多 种 调节 蛋白 的 调节 。 

(8) RNAP 的 底 物 是 NTP, 而 不 是 dNTP, 而 细胞 中 的 NTP 有 UTP, 没 有 TTP。 

(9) RNAP 启动 转录 需要 识别 启动 子 。 

(10) RNAP 催化 反应 的 速率 低 ,平均 只 有 50 nt/s。 

(11) RNAP 催化 产生 的 RNA 与 DNA 形 成 的 杂交 双 螺 旋 长 度 有 限 , 而 且 存在 的 时 
间 很 短 ,很 快 会 被 DNA 双 螺 旋 取代 。 

(一 ) 细菌 的 RNAP 

以 大 肠 杆菌 为 例 , 细 菌 的 RNAP 有 核心 酶 (core enzyme) 和 全 酶 (holoenzyme) 两 种 形 
式 : 核 心 酶 由 2 个 w 亚 基 .1 个 B 亚 基 ,1 个 B 亚 基 和 1 个 w 亚 基 组 成 (wwBpB'w) 。 其 中 ,B 亚 
基 含 有 2 个 Zn ,是 一 种 碱 性 亚 基 , 多 阴离子 化 合 物 肝 素 (heparin) 能 够 与 它 结 合 而 抑制 
聚合 酶 的 活性 ;全 酶 由 核心 酶 和 因子 组 装 而 成 (wpBB'oc)。 它 们 在 体外 的 组 装 次 序 是 ， 
2or->o 一 opB->ozBB -ooBBo->osBB'oc。s 因子 至 少 有 7 种 不 同 的 形式 ,但 最 重要 的 是 
ao” , 它 参 与 绝 大 多 数 基 因 的 转录 ,由 于 这 些 基因 一 般 属 于 管家 基因 ,因此 通常 被 称 为 管家 
5 因子 (house-keeping sigma factor) 。 除 此 以 外 ,还 有 吧 oo oo 和 oo 等 形式 , 它 
们 参与 其 他 几 类 基因 的 转录 ( 表 7- 2)。 
表 7-1 大 肠 杆 菌 RNAP 全 酶 的 组 成 及 其 功能 分 工 


N 喘 结构 域 参与 聚合 酶 的 组 装 ; 


5 36 本  “C 端 缚 构 域 参与 和 调节 蛋白 相互 
作用 以 及 和 增强 元 件 结合 
让 “5 了 贿 下 1 与 凡 亚 基 一 起 构成 催化 中 心 
人 RN 带 正 电 衔 ,与 DNA 静电 结合 ; 
和 贡 i 与 B 亚 基 一 起 构 成 人 化 中 心 
多 有 促进 RNAP 的 组 装 以 及 稳定 已 组 
切 RopZ 二 工 十 二 装 好 的 RNAP | 
5 70 滑 启动 子 的 识别 


RNAP 的 各 个 亚 基 在 功能 上 是 有 所 分 工 的 ( 表 7-1), 其 中 o 亚 基 曾 长 期 被 忽略 , 甚 
至 许多 人 不 把 它 作 为 聚合 酶 的 组 分 。 然 而 ,现在 已 经 十 分 肯定 ,o 亚 基 的 功能 是 促进 
RNAP 的 组 装 , 以 及 稳定 已 经 组 装 好 的 RNAP。 

细菌 的 RNAP 可 受到 利 福 址 素 (rifamycin) 和 利 链 霉 素 (streptolydigin) 的 特异 性 抑 
制 。 这 两 种 抗生素 作用 的 对 象 都 是 B 亚 基 , 但 前 者 抑制 转录 的 起 始 ,可 阻止 前 4 个 核 苷 
酸 的 参 和 ,后 者 则 抑制 延伸 。 它 们 并 不 抑制 真 核 细 胞 的 核 RNAP, 但 对 线粒体 或 叶绿体 
内 的 RNAP 却 有 明显 的 抑制 作用 。 
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表 7-2 四 种 不 同 5 因子 的 性 质 与 功能 比较 


基因 用 途 一 35 区 间隔 长 度 一 10 区 
a0 rzto7 绝 大 多 数 基 因 的 转录 TTGACA 16 一 19 bp TATAAT 
这 rpo 五 ” 热 休克 反应 CCCITTGAA ”13 一 15 bp CCCGATNT 
2 JiA 共和 毛 CITAAA 15 bp GCCGATAA 
0 rpoN  N 饥 铁 CTGGNA 6 bp TTGCA 

(二 ) 古 菌 的 RNAP 


在 结构 和 组 成 上 , 古 菌 的 RNAP 更 像 真 核 生 物 的 细胞 核 RNAP, 而 不 是 细菌 的 
RNAP。 产 甲烷 古 菌 和 嗜 盐 古 菌 的 RNAP 由 8 个 亚 基 组 成 ,极度 嗜 热 菌 的 RNAP 则 由 
11 个 亚 基 组 成 。 迄 今 为 止 , 还 没有 发 现 哪 一 种 古 菌 的 RNAP 受到 利 福 霉 素 或 利 链 埋 素 
的 抑制 。 

(三 ) 真 核 细 胞 的 RNAP 

真 核 细胞 内 的 RNAP 不 止 一 种 ,在 功能 上 已 有 了 分 工 。 不 同性 质 的 RNA 合成 由 不 
同 的 RNAP 催化 ,其 中 细胞 核 至 少 具 有 三 种 RNAP, 即 RNAPI(CA)、I(B) 和 焉 (CC)。 
RNAPI 负 责 催 化 细胞 质 核 糖 体 上 的 rRNA(5S rRNA 除外 ) 合 成 ,但 在 锥 体 虫 
(Tryzarosozza brxcei ) 体内 还 催化 可 变 的 表面 糖 蛋白 (variable surface glycoprotein， 
VSG) 和 前 环 素 (procyclin) 的 基因 转录 ;RNAP[ 负 责 催 化 mRNA 和 绝 大 多 数 miRNA 的 
合成 ,同时 也 催化 细胞 内 含有 帽子 结构 的 snRNA 和 snoRNA 的 合成 ;RNAP 焉 负责 催化 
细胞 内 各 种 较为 稳定 的 小 RNA 的 合成 ,例如 下 NA、 端 粒 酶 的 RNA、 核 糖 核酸 酶 P 的 
RNA,、5S rRNA,.7SL RNA 和 无 帽子 结构 的 snRNA 或 snoRNA 以 及 少数 miRNA 等 ( 表 
7-3)。 


扩 - = Z 填 4 一 下 和 三 本 内 且 上 上 二 
表 7-3 和 具 核 绍 上 物 六 三 种 RNAFP 续 榴 与 功能 的 比较 


”细胞 对 鹅 襄 曹 碱 。 对 放 线 菌 素 “转录 一- 
语 们 | -的 敏感 性 ，， 了 的 敏感 性 ，， 因 于 于 轩 于 由 Vs 记 
和 不 TRNA 的 合成 (除了 5S 
RNAET 核 仁 和 不 敏感 ”“) 非常 丝 感 “1 一 3 种 节 NA), 锥 体 虫 的 VSG 
和 前 环 素 
一 mRNA 一 绝 天 多 数 
多 个 高 度 敏 感 microRNA 、 具 有 帽子 结 
RNAPI 核 质 歼 基 (lo-* 一 10-s mol/L) ， 轻 度 敏 感 >>8 种 “ 移 的 训 RNA 和 anoRNA， 
”istRNA 
tRNA,，5S rRNA，7SL 
RNA, 无 帽子 的 snRNA 
多 个 和 snoRNA,， 端 粒 酶 
RNAPI 核 质 亚 基 中 度 敏 感 轻 度 敏 感 ”>4 种 ”RNA, 核 本 核酸 酶 的 
RNA, 某 些 病毒 的 
RNA 等 


真 核 细胞 的 核 RNAP 在 组 成 上 十 分 复杂 ( 表 7 - 4) ,每 一 种 都 是 庞大 的 多 亚 基 蛋白 ， 
有 2 个 大 亚 基 ,再 加 12 一 15 个 小 亚 基 , 总 大 小 在 500 kDa 一 700 kDa 之 间 ,其 中 2 个 大 亚 
基 的 一 级 结构 与 细菌 RNAP 的 B、B 亚 基 相似 ,这 意味 着 RNAP 活性 中 心 的 结构 可 能 是 
保守 的 。 此 外 ,它们 都 还 含有 细菌 RNAPa 亚 基 的 同 源 物 ,但 没有 任何 亚 基 与 它 的 c 因子 
相似 。 


表 7-4 多 亚 基 RNAD 的 亚 基 组 成 
RNAPI RNAPII RNAP 开 古 菌 “细菌 
核心 亚 基 Al190 Rbpl Cl160 站 十 人 
核心 亚 基 Al35 Rbp2 Cl128 B B 
核心 亚 基 AC40 Rbp3 AC40 D 
核心 亚 基 AC19 Rbpll ACI9 L 所 
共同 的 炉 冰 亚 基 ， Rb56(ABC25 Rbp6 过， | Rbp6 K 和 
共同 的 亚 基 Rbp5(ABC27) Rbp5 Rbp5 本 
共同 的 亚 基 Rbp8(ABC14.5) “Rbp8 Rbp8- 必 
共同 的 亚 基 Rbpl0(ABC10B) Rbpl0 Rbpl0 N 
共同 的 亚 基 _RBpl2CABCl0w) Rbpl2 ， _Rbpl2 P 
胡 122 一 Rbp9 GlI 
人 14 Rbp4 Cl17 F 
143 Rbp7 C25 下 
A49 (CTfgl7Rap74)  C37 
AS A34.5 (THE2/Rap30) C53 
滞 这 和 有 二 定向 C82 
C34 
C31 


以 RNAPI 为 例 , 其 Rpbl 亚 基 对 应 于 细菌 的 B 亚 基 ,Rpb2 对 应 于 B 亚 基 ,Rpb3 对 
应 于 与 B 亚 基 发 生 作用 的 w 亚 基 ,Rpbll 对 应 于 与 B 亚 基 发 生 作 用 的 另外 一 个 w 亚 基 ， 
RPpb6 对 应 于 w 亚 基 。 

值得 特别 注意 的 是 ,所 有 真 核 生 物 的 RNAPH 在 最 大 亚 基 的 C 端 ,都 含有 一 段 7 肽 
重复 序列 ,其 一 致 序列 为 YSPTSPT, 富 含 羟基 毛 基 酸 残 基 。 羧 基 端 的 这 些 重复 序列 构成 
了 很 特别 的 羧基 端 结构 域 (carboxylterminal domain,CTD)。 在 酵母 和 哺乳 动物 细胞 的 
RNAPI[ 中 ,该 序列 分 别 重 复 了 26 和 52 次 ! 该 重复 序列 是 RNAPI 的 活性 所 必需 的 ,但 
缺失 突变 实验 表明 ,酵母 只 需要 CTD 有 13 段 重 复 序列 就 能 生存 。 体 外 实验 表明 ,CTD 
没 被 磷酸 化 的 RNAPI 参 与 转录 的 起 始 , 而 一 旦 CTD 发 生 磷酸 化 ,转录 就 从 起 始 进 入 延 
伸 阶 段 : 

真 核 细胞 与 细菌 RNAP 又 一 重要 的 差别 是 它 本 身 不 能 直接 识别 启动 子 , 必须 借助 
于 转录 因子 (transcription factor,TF) 才 能 结合 到 启动 子 上 。 

此 外 ,细菌 RNAP 的 抑制 剂 利 福 霉 素 和 利 链 霉 素 并 不 能 抑制 真 核 细胞 的 核 RNAP 
的 活性 。 但 是 , 核 中 的 三 种 RNAP 对 来 源 于 毒 蘑菇 体内 的 一 种 环 状 八 肽 毒素 一 a 鹅 高 
草 碱 (ac- amanitin) (图 7 -3), 如 白 毒 伞 (Amantia phalioides ) ,表现 出 不 同 程度 的 敏感 
性 ,其 中 RNAP1I 最 敏感 ,10” molL 一 10 molL 的 w 鸦 膏 草 碱 就 能 完全 抑制 它 的 活 
性 ,其 次 是 RNAP 焉 ,而 RNAPTI 对 该 毒素 则 不 敏感 。 利 用 a 鹅 襄 曹 碱 对 三 种 RNAP 的 
选择 性 抑制 ,可 以 判断 细胞 内 的 一 种 RNA 究竟 由 谁 来 催化 转录 。ao 鹅 襄 草 碱 的 作用 机 
制 是 通过 与 RNAP 分 子 上 一 段 特殊 的 桥 螺 旋 (bridge helix) 的 结合 ,阻止 RNAP 的 移 位 ， 
致使 转录 延伸 受阻 。 由 于 v 牲 膏 草 碱 与 三 种 RNAP 的 亲和力 不 同 ,与 RNAPI[ 的 亲和力 
最 高 (Kd 王 10 ”molML) ,与 RNAP 开 的 亲和力 相对 要 弱 (Kd 一 10”mol/L)，, 而 与 
RNAP 工 基本 不 结合 ,因此 这 三 种 RNAP 对 它 的 敏感 性 才 会 各 不 相同 。 


的 RNAPT 和 RNAP 由 为 
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白 毒 伞 


食 7-3 和 白 毒 企及 其 体内 的 〖 悉 膏 曹 碱 的 化 学 结构 


放 线 菌 素 D(Actinomycin D) 又 称 更 生 霉 素 ( 图 7 - 4), 其 分 子 内 含有 一 个 葵 氧 环 结 
构 ,而 将 两 个 对 称 的 环 状 肽 链 连 在 一 起 。 这 种 对 称 的 肽 链 结构 可 插入 到 DNA 分 子 上 的 
GC 碱 基 对 之 间 ,导致 DNA 双 螺 旋 小 沟 变 宽 和 扭曲 ,从 而 阻止 转录 的 延伸 。 但 由 于 不 同 
核 基因 的 GC 含量 不 同 , 以 rDNA 上 的 GC 含量 最 高 ,因此 ,RNAP 工 对 放 线 菌 素 D 的 作 


用 最 敏感 。 
O O Q oO 
HIC、\ 四 SC _CHi 


侠 7-4 放 线 菌 素 D 的 化 学 结构 


除了 上 述 三 种 RNAP 以 外 ,植物 细胞 核 还 有 另外 两 种 RNAP; 即 RNAPKN 和 RNAP 
V ,它们 都 是 由 12 个 亚 基 组 成 ,可 视 为 两 种 特 化 的 RNAPT ,但 最 大 的 亚 基 缺乏 RNAP 
开 所 具有 的 七 肽 重复 序列 。 这 两 种 RNAP 在 植物 细胞 内 的 功能 是 转录 长 的 非 编 码 
RNA, 参 与 RNA 引导 的 DNA 甲 基 化 (RNA-directed DNA methylation,RdDM) ,从 而 抑 
制 特定 基因 的 转录 活性 ,如 逆转 座 子 。 此 外 ,线粒体 和 叶绿体 也 含有 RNAP, 其 中 线粒体 
内 的 RNAP 由 核 基因 编码 ,只 由 一 个 亚 基 组 成 ,负责 线粒体 DNA 上 所 有 基因 的 转录 ,而 
叶绿体 含有 两 种 不 同 的 RNAP, 一 种 由 核 基 因 组 编码 ,另外 一 种 由 叶绿体 自身 的 基因 组 
编码 。 前 者 在 结构 上 类 似 于 线粒体 内 的 RNAP, 负 责 催化 叶绿体 内 rRNA 或 tRNA 等 
管家 基因 的 转录 ,后 者 类 似 于 细菌 的 RNAP, 由 多 个 亚 基 组 成 ,但 对 利 福 霉 素 和 利 链 霉 
素 不 敏感 ,负责 催化 参与 光合 作用 的 各 类 复合 体 上 由 叶绿体 DNA 编码 的 各 亚 基 的 基 
因 转 录 。 

(四 ) 由 病毒 编码 的 RNAP 

许多 病毒 直接 使 用 宿主 细胞 基因 组 编码 的 RNAP 来 转录 自身 的 基因 , 某 些 病毒 则 
对 宿主 RNAP 进行 一 定 的 改造 ,使 其 能 更 好 地 催化 它们 自己 的 基因 转录 ,而 有 的 病毒 则 


主要 使 用 自身 基因 组 编码 的 RNAP, 这 些 RNAP 具有 高 度 的 特异 性 ,通常 只 由 一 条 肽 链 
组 成 ,例如 T7.T3 和 SP6 喉 菌 体 。 


Box7-1 植物 细胞 RNAPT 的 发 现 故 事 


长 期 以 来 ,人 们 认为 在 真 核 生物 的 细胞 核 内 ,只 有 三 种 RNA 聚合 酶 。 这 三 种 
RNAP 在 细胞 核 内 负责 催化 不 同类 型 的 基因 转录 。 然而 ,2005 年 2 月 ,由 当时 还 在 美 
国 华盛顿 大 学 St Louis 分 校 工作 的 ,Craig Pikaard 等 人 发 表 在 CE1E 上 的 一 篇 题 为 
“Plant Nuclear RNA polymerase IN _ mediates siRNA and DNA_methylationrdependent 
heterochromatia formation” 论 文告 诉 我 们 ,一 种 全 新 的 RNA 聚合 酶 在 拟 南 芥 中 被 发 
现 了 。: 这 种 全 新 的 RNA 聚合 酶 后 来 被 命名 为 人 NA 聚合 酶 启 (RNAPIV )。 

拟 南 芥 是 一 种 重要 的 模式 植物 ,被 很 多 人 称 为 植物 世界 里 的 小 白鼠 ,不 少 重要 的 
发 现 都 与 它 有 关 。 在 2001 年 拟 南 苏 全 基因 组 序列 发 布 以 后 不 久 ,Pikaard 等 人 首次 注 
意 到 RNAPV 存在 的 证 据 : 他 们 分 析 了 与 RNA 聚合 酶 有 关 的 基因 ,发 现 了 两 个 基因 ， 
与 编码 三 种 已 知 的 RNA 聚合 酶 两 个 最 大 亚 基 的 基因 同 源 。 一 开始 以 为 编码 的 是 一 种 
RNAP 的 变 体 ,但 在 使 用 基因 癌 除 的 方法 将 这 两 个 基因 吉 除 以 后 ,他 们 却 发 现 植物 照 
样 生 存 下 来 ,可 是 开花 期 却 推迟 了 ,而 且 最 后 开 出 来 的 花 
采 出 现 一 些 奇 怪 的 缺陷 。 合 如 ,有 的 被 吉 除 的 植物 在 器 官 
身份 识别 上 发 生 错乱 , 雄 蔬 竟 然 变 成 了 花 办 。 于 是 ,他 们 
提出 第 一 种 假设 ,认为 这 种 RNA 聚合 酶 参与 调节 花 发 育 . 
的 某 些 微 RNA 的 形 丰 ,但 很 快 证 明 这 种 假说 是 错 了 。  _  - 辣 

在 随后 进行 的 一 系列 遗传 和 生化 实验 以 后 ,Pikaard 
等 人 发 现 ,RNAPTY 并 不 与 其他 三 种 RNA 层 合 酶 共同 行 各 
使 某 项 功能 。 在 RNAEIV 特 有 的 亚 基 被 散 除 以 后 ;只 是 发 国富 1 
现 细胞 核 内 原来 紧密 浓缩 的 染色 质 区域 变 得 松散 了 ,对 应 Craig Pikaard 
于 高 度 重复 的 5S rRNA 基因 的 siRNA 和 逆转 座 子 完全 没有 了 ， 同时 5S rRNA 基因 和 
逆转 座 子 上 的 甲 基 化 修饰 也 不 见 了 。 

众所周知 , 甲 基 花 是 一 人 重要 的 过 程 ,涉及 DNA 四 个 破 基 中 的 胞 喀 喧 所 发 生 的 四 
基 化 修饰 。 如 果 没 有 适当 的 DNA 甲 基 化 ,无 论 植 物 还 是 人 类 在 发 育 中 都 会 出 现 问题 ， 
从 植物 的 绑 化 ,到 人 类 肿瘤 的 形成 ,甚至 导致 小 鼠 的 死亡 s- 因此 Pikaard 认为 ,RNAP 
人 的 功能 是 促进 特定 siRNA 的 合成 ,由 合成 出 来 的 SRNA 指导 与 其 匹配 的 DNA 甲 
基 化 。 

Pikaard 进 一 步 的 研究 发 现 RNAPIV 只 考 堪 寺 本 杨 骨 并 推测 其 在 植物 体内 存 
在 已 超过 2 亿 多 年 的 历史 。 后 来 ,他 们 在 植物 细胞 核 里 又 发 现 了 第 五 种 RNA 聚合 酶 ， 
即 RNAPV 。 这 种 聚合 酶 催化 更 长 的 非 编码 RNA 的 合成 ,再 由 这 些 长 的 非 编码 RNA 
与 受到 作用 的 米色 体 上 的 siRNA 配 对; 


三 RNAP 的 三 维 结构 与 功能 


真 核 生物 与 古 菌 和 细菌 的 RNAP 在 三 维 结构 上 十 分 相似 ,不 仅 是 分 子 的 整个 形状 
相似 ,而 且 各 同 源 的 亚 基 在 空间 上 总 的 排 布 也 惊人 地 相似 (图 7-5)。 

来 自 水 生 嗜 热 菌 (Thermzzs aduaticus ) 的 RNAP 的 晶体 结构 显示 (图 7-6):RNAP 有 具 
有 一 个 长 达 15 nm 的 钳 状 结构 (clamp) ,钳子 之 间 是 很 大 的 裂缝 。 这 是 聚合 酶 的 主要 通 
道 (primary channel) ,能够 容纳 一 个 双 螺 旋 DNA, 还 含有 Mg ”。 裂 缝 的 直径 约 为 
2.7nm, 由 及 亚 基 构成 钳子 的 一 个 臂 和 裂 颖 的 一 部 分 底座 ,8B 亚 基 构 成 钳子 的 另 一 个 臂 和 
裂 锋 的 另 一 部 分 底座 。 总 之 , 钳 状 结构 使 聚合 酶 能 锚 定 在 DNA 模板 上 。 
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细菌 (水 生 嗜 热 菌 ) 古 菌 ( 硫 矿 硫化 叶 菌 ) 真 核 生物 (酵母 RNAPII) 
7-5 细菌 \ 古 菌 和 真 核 生 物 RNAP 三 维 结构 的 比较 


下 游 DNA 

侠 7-6 水 生 嗜 热 菌 RNAP 的 三 维 结构 侠 7-7 RNAP 的 三 维 结构 模型 

RNAP 除了 钳 状 结构 以 外 ,还 具有 翼状 结构 (flap) . 舵 状 结构 (Crudder) .拉链 状 结构 
(zipper) 、 次 级 通道 (secondary channel) 和 RNA 离开 通道 (RNA-exit channel) (图 7-7)。 
翼 的 功能 是 防止 在 转录 延伸 阶段 转录 物 掉 焉 来 ; 舵 状 结构 的 功能 是 阻止 DNAIRNA 杂 
交 双 链 持续 存在 ;拉链 状 结构 靠近 舵 , 它 的 功能 是 有 助 于 解 链 的 区 域 重 新 形成 DNA 双 
链 ;DNA 通过 主要 通道 从 侧面 进入 酶 的 活性 中 心 , 在 DNA 离开 酶 的 地 方 有 一 个 陡 的 弯 
曲 ,NTP 通 过 B 叶 片上 的 次 级 通道 进入 酶 的 活性 中 心 , 正 在 延伸 的 转录 物 通过 位 于 聚合 
酶 背部 的 离开 通道 出 来 。 


四 、 细 菌 的 DNA 转录 


与 DNA 复制 一 样 ,转录 也 可 以 划分 为 起 始 . 延 伸 和 终止 三 个 阶段 。 

(一 ) 转录 的 起 始 

.转录 起 点 的 确定 

《1) 启动 子 

启动 子 (promoter) 是 DNA 分 子 上 一 个 基因 转录 精确 和 特异 性 启动 所 必需 的 碱 基 序 
列 。 不 论 是 哪 一 个 基因 的 转录 ,都 是 从 特定 的 位 置 开 始 的 , 即 转录 具有 相对 固定 的 起 点 。 
那么 RNAP 是 如 何 发 现 正确 的 起 点 而 启动 基因 转录 的 呢 ? 通过 分 析 比 较 多 种 基因 转录 
起 点 附近 的 碱 基 序列 后 发 现 : 一 般 在 转录 起 点 的 周围 存在 着 启动 子 序列 ,它们 具有 高 度 
的 保守 性 。 实 验证 明 ,启动 子 在 转录 的 起 始 阶段 充当 一 种 序列 标记 ,RNAP 能 够 直接 或 
间接 识别 这 种 标记 ,从 而 开始 从 特定 的 位 点 启动 基因 的 转录 。 在 细菌 转录 系统 中 ， 
RNAP 全 酶 能 够 直接 识别 启动 子 并 与 之 结合 。 但 古 菌 和 真 核 生物 的 RNAP 并 不 能 直接 
识别 启动 子 , 识 别 启动 子 的 是 特殊 的 转录 因子 。 

启动 子 与 转录 起 点 的 距离 和 方向 都 有 严格 的 要 求 , 一 般 位 于 一 个 基因 的 上 游 ,但 也 


有 一 些 基因 的 启动 子 位 于 基因 的 内 部 。 

(2) 确定 局 动 子 的 方法 

可 使 用 经 典 的 遗传 学 和 生化 方法 来 确定 启动 子 序列 ,前 者 主要 借助 于 对 转录 起 点 周 
围 的 碱 基 序列 进行 突变 和 一 致 性 比 对 ,后 者 包括 电泳 泳 动 变化 分 析 (electrophoretic 
mobility shift assay,EMSA) 和 DNA 酶 工 - 足 印 分 析 (DNase 工 footprinting assay) 。 

EMSA 的 原理 是 :与 RNAP 特异 性 结合 和 没有 结合 的 DNA 在 凝 胶 电泳 时 泳 动 的 速 
度 不 同 ,利用 这 种 差别 可 将 含有 启动 子 的 和 没有 局 动 子 的 DNA 片段 分 开 , 再 利用 足 印 法 
进行 鉴定 ; 足 印 分 析 法 的 基本 原理 则 是 :启动 子 序 列 因 RNAP 的 特异 性 结合 受到 保护 ， 
从 而 能 抵抗 DNA 酶 工 的 消化 ,在 此 基础 上 结合 DNA 序列 分 析 , 可 以 确定 受到 RNAP 保 
护 的 启动 子 序列 (图 7-8)。 


-RNAP 


A C 
于 平 
Ge 工 


Rep { 


RN 


足 印 泳 道 测序 泳 道 
侠 7-8 DNA 酶 工 足 印 法 测定 细菌 基因 的 启动 子 序列 


1975 年 ,David Pribnow 比较 了 由 他 本 人 和 其 他 几 位 研究 者 测 出 的 5 个 基因 结合 
RNAP 的 DNA 片段 的 序列 ,发 现在 一 10 区 存在 一 段 富 含 AT 碱 基 对 的 保守 序列 。 但 他 
们 使 用 的 方法 并 不 是 足 印 法 ,而 是 一 种 更 简单 的 方法 : 先 使 用 DNA 酶 工 完全 消化 与 
RNAP 结合 的 双 链 DNA(CdsDNA) ;然后 ,将 消化 过 的 样品 通过 硝酸 纤维 素 滤 膜 , RNAP 
及 其 结合 的 DNA 会 与 滤 膜 结合 ;最 后 ,将 吸附 在 滤 膜 上 与 RNAP 结合 的 DNA 复合 物 释 
放出 来 ,使 用 化 学 断裂 法 直接 进行 序列 分 析 。 

Pribnow 在 确定 了 一 10 区 序列 以 后 不 久 又 发 现 ,受到 RNAP 保护 而 抵抗 DNA 酶 工 
消化 的 片段 一 旦 与 聚合 酶 解 离 , 就 无 法 重新 结合 。 这 说 明光 有 一 10 区 尚 不 能 保证 聚合 
酶 的 特异 性 结合 ,肯定 还 有 其 他 的 启动 子 序 列 。 后 来 进一步 的 序列 分 析 发 现 了 在 一 35 
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区 ,还 有 一 段 属于 启动 子 的 保守 序列 。 需 要 注意 的 是 ,在 以 上 描述 启动 子 的 位 置 时 ,按照 
惯例 ,以 编码 链 序列 和 位 置 为 准 , 碱 基 的 位 置 以 转录 的 起 点 (start point) 为 参照 ,转录 起 
点 本 身 的 位 置 定 为 十 1, 位 于 它 上 游 的 序列 为 负数 ,位 于 它 下 游 的 碱 基 为 正 数 ,没有 0。 
一 10 区 序列 因 与 Pribnow 有 关 , 也 称 为 Pribnow 盒 (Pribnow box) 。 

(3) 细菌 启动 子 的 特征 

细菌 的 启动 子 序列 位 于 转录 起 点 5 - 端 (图 7- 9) ,覆盖 约 40 bp 长 的 区 域 , 包 含 两 段 
高 度 保守 的 序列 , 即 一 35 区 和 一 10 区 ,其 中 一 35 区 的 一 致 序列 为 TTGACA, 一 10 区 的 
一 致 序列 是 TATAAT。 


< 一 上 洲 , 下游 一 一 > 


DNA 
基因 -35 区 -10 区 转录 起 点 

(+1) 
Lac ACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCG 串 TITG 们 GTGTG8RATTGTGAGCGG 
lacT CCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCSGGAAGAGAGTC 


galp2 ”ATTTATTCCATGTCACACTTTTCGCATCTTTGTEATGCTATGGTT 贰 TTTCATACCAT 
araB4D GGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTGTACTGTTTCTCCAT 轩 CCCGTTTTT 
aaC ”GCCGTGATTATAGACACTTTTGTTACGCGTTTTTGTEATGGCTTTGSTCCCGCTTTG 
好 AAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGITTAACTAGTACGCA 唤 GTTCACGTA 
bio4  _，TTCCAAAACGTGTETTTTGTTGTTAATTCGGTGTAGACTTGTAA 回 CCTAAATCTTTT 
bioB CATAATCGACTTGTAAACCAAATITGAAAAGATTTAGGTTTACAAGTC 量 ACACCGAAT 
RNAT CAACGTAACACTTTACAGCGGCGCGTCATTTGATATGATGCGCCCCSCTTCCCGATA 
rmiDI “CAAAAAAATACTTGTGCAAAAAATTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGAGGA 
mmB1 CAATTTTTCTATTGCGG CCTGCGGAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCSTCGACACGG 
ml ， AAAATAAATGCTTGACTCTGTAGCGGGAAGGCGTATTAT GCACACEEGGCGCCGCTG 


-35 区 -10 区 转录 起 点 


一 致 序列 TRNA CA 16-19 bp 的 三 人 AT 5-8 bp 
69 79 61 56 54 54 77 76 60 61 56 82 


侠 7-9 细菌 几 种 基因 的 启动 子 序列 


一 35 区 和 一 10 区 这 两 段 保 守 序 列 之 间 的 距离 同样 重要 ,一 般 为 (17 士 1)bp。 这 是 因 
为 只 有 这 样 的 上 离 ,才能 保证 这 两 段 启 动 子 序列 处 于 DNA 双 螺 旋 的 同一 侧 , 而 有 利于 
RNAP 的 识别 和 结合 ,和 否则 它们 会 处 于 DNA 双 螺 旋 的 异 侧 , 不 利于 RNAP 的 识别 和 结 
合 ( 图 7- 10)。 

此 外 , 某 些 转录 活性 超 强 的 基因 (如 rRNA 基因 ) 除 了 一 35 区 和 一 10 区 的 序列 以 
外 ,在 一 40 和 一 60 之 间 还 有 一 种 富 含 AT(AAAATTATTTT) 的 启动 子 序 列 , 称 为 增 效 
元 件 Cup element) 。 该 序列 可 将 转录 活性 提高 30 倍 。 实 验证 明 ,RNAP 通过 wa 亚 基 的 C 
端 结构 域 (a - C - terminal domain,a- CTD) 作 用 于 此 元 件 , 来 促进 与 启动 子 的 结合 
(图 7-11)。 

必须 指出 ,启动 子 的 一 致 序列 是 综合 了 多 种 基因 的 启动 子 序 列 以 后 的 统计 结果 。 迄 
今 为 止 ,在 大 肠 杆菌 中 ,还 没有 发 现 哪 一 个 基因 的 启动 子 序列 与 一 致 序列 完全 一 致 。 显 
然 ,一 个 基因 的 启动 子 与 一 致 序列 越 相 近 , 则 启动 的 效率 就 越 高 ,为 强 启动 子 ; 相 反 , 一 个 
基因 的 启动 子 与 一 致 序列 相差 越 大 , 则 启动 的 效率 就 越 低 ,为 弱 启 动 子 。 不 同 基 因 在 启 
动 子 序列 上 的 差异 ,实际 上 也 构成 了 调节 基因 表达 的 一 种 天 然 手段 。 


(1) -35 区 与 -10 区 之 间 合 适 的 距离 将 两 段 启动 子 序列 置 于 
DNA 双 螺旋 的 同一 侧 , 有 利于 聚合 酶 的 识别 和 结合 


(2)-35 区 与 -10 区 之 间 不 合适 的 臣 离 将 两 段 启动 子 序列 置 于 
DNA 双 螺旋 的 异 侧 , 不 利于 RNA 聚 合 酶 的 识别 和 结合 


的 学 


SS 


二 


上 游 增强 元 件 35 0 
售 7-11 细菌 RNAP 全 酶 与 启动 子 的 结合 


2. 转录 起 始 复合 物 的 形成 

起 始 复合 物 的 形成 DNA 转录 的 限 速 步 又 ,起 始 频率 主要 由 启动 子 强度 决定 : 强 启动 
子平 均 每 秒 钟 启动 一 次 , 弱 启 动 子 每 启动 一 次 大 概 需要 一 分 钟 或 更 长 的 时 间 。 但 一 旦 启 
动 ,RNA 链 延伸 的 速度 与 启动 子 强度 无 关 。 

一 个 转录 起 始 复合 物 的 形成 可 分 为 以 下 几 步 (图 7- 12): 

(1) RNAP 全 酶 与 双 链 DNA 非特 异性 结合 

核心 酶 与 5 结合 组 装 成 全 酶 以 后 ,与 非特 异性 DNA 序列 具有 一 定 的 亲 和 性 ,但 亲 和 
性 较 低 ,因此 ,全 酶 只 能 和 DNA 随机 地 结合 ,而 一 旦 与 DNA 结合 , 便 可 以 沿 着 DNA 向 
一 个 方向 滑动 .扫描 ,直到 发 现 启 动 子 序列 。 全 酶 与 启动 子 的 结合 则 是 特异 性 的 ,具有 较 
高 的 亲 和 人 性 。 

(2) RNAP 全 酶 与 启动 子 形成 封闭 复合 物 

在 扫描 中 ,全 酶 首先 遇 到 一 35 区 ,形成 封闭 复合 物 (closed complex)。 在 此 阶段 ， 
DNA 并 没有 解 链 ,这 时 聚合 酶 主要 以 静电 引力 与 DNA 结合 。 这 种 复合 物 并 不 十 分 稳 
定 ,半衰期 为 15 一 20 分 钟 。 足 印 法 表明 ,在 此 阶段 全 酶 覆盖 一 55 到 十 5 区 域 。 

目前 ,已 有 两 种 不 同形 式 的 封闭 复合 物 被 确定 :在 全 酶 刚刚 结合 的 时 候 , 启 动 子 区 域 
发 生 弯曲 ,形成 的 是 封闭 复合 物 1, 这 时 候 的 足 印 长 度 为 60 bp。 随 着 全 酶 与 启动 子 区 域 
的 进一步 结合 以 及 其 构象 的 变化 ,封闭 复合 物 1 异 构 化 成 为 封闭 复合 物 2, 足 印 长 度 随 之 
增加 到 90 bp。 

1988 年 , Helmann 和 Chamberlin 对 于 只 参与 转录 起 始 的 ec 因子 的 结构 与 功能 作 了 
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详细 的 研究 ,发现 c 因子 具有 4 个 保守 的 结构 域 ,每 一 个 结构 域 又 可 分 为 更 小 的 保守 区 。 

结构 域 1 只 存在 于 c" 因 子 , 它 可 分 为 两 个 亚 区 (1.1 和 1.2),1.1 阻 止 c 因 子 单独 与 
DNA 结合 ,除非 它 与 核心 酶 结合 形成 全 酶 ;结构 域 2 存在 于 所 有 的 e 因子 ,为 因子 最 保 
守 的 部 分 , 它 又 分 为 四 个 亚 区 (2. 1 一 2. 4), 其 中 2.4 形 成 螺旋 ,负责 识别 启动 子 的 一 10 
区 ;结构 域 3 参与 和 核心 酶 以 及 和 DNA 的 结合 ;结构 域 4 可 分 为 两 个 亚 区 (4.1 和 4.2)。 
其 中 4. 2 含有 螺旋 -转角 -螺旋 模 体 , 负 责 识别 并 结合 启动 子 的 一 35 区 。 

(3) 封闭 复合 物 异 构 化 成 开放 复合 物 

6 因子 使 DNA 部 分 解 链 。 促 使 解 链 的 是 其 2. 3 亚 区 内 一 组 保守 的 芳香 族 氨基 酸 残 
基 , 它 们 与 一 10 区 附近 的 编码 链 结合 , 而 直接 导致 局 部 发 生 解 链 。DNA 一 旦 解 链 , 就 产 
生 一 个 小 的 发 夹 环 ,从 而 让 DNA 模板 链 进 入 活性 中 心 ,封闭 复合 物 2 即 转变 成 开放 复合 
物 (the open complex)。 开 放 的 复合 物 也 就 是 起 始 转录 泡 (Ctranscription bubble) ,其 大 小 
为 12 bp 一 17 bp。 一 开始 ,转录 泡 覆 盖 了 一 10 一 一 1, 但 它 很 快 以 一 种 依赖 于 M 本 ”的 方式 
从 一 12 延伸 到 十 2。 此 后 ,开放 复合 物 十 分 稳定 ,其 半 训 期 可 达 几 个 小 时 以 上 ,此 时 的 聚 
合 酶 与 启动 子 的 相互 作用 既 有 静电 引力 ,又 有 氢 键 。 足 印 法 测定 表明 在 此 阶段 , 聚 人 台 酶 
覆盖 一 55 一 十 20 区 域 。 

开放 复合 物 的 形成 是 转录 起 始 的 限 速 步 又。 已 发 现 ,RNAP 在 与 启动 子 形成 复合 
期 间 , 经 历 了 显著 的 构象 变化 ,6 因子 刺激 了 封闭 复合 物 异 构成 开放 复合 物 。 开 放 复 合 
物 的 形成 不 仅 要 DNA 两 条 链 解 链 ,而 且 DNA 的 模板 链 还 必须 进入 全 酶 的 内 部 ,以 便 靠 
近 酶 的 活性 中 心 。 


RNA 聚 合 酶 全 酶 识别 、 结 合 
启动 子 ， 形 成 封闭 的 复合 物 


开放 的 转录 


售 7-12 细菌 基因 转录 起 始 过 程 中 开放 复合 物 的 形成 


(4) 第 一 个 磅 酸 二 随 键 形成 

在 前 两 个 与 模板 链 互补 的 NTP 从 RNAP 的 次 级 通道 进入 活性 中 心 以 后 ,由 活性 中 
心 催化 第 一 个 NTP 的 3- OH 亲 核 进攻 第 二 个 NTP 的 5- au-P, 而 形成 第 一 个 磷酸 二 酯 
键 。 一 旦 有 了 第 一 个 磷酸 二 酯 键 ,由 RNA、DNA 和 RNAP 构成 的 三 元 复合 物 (the 
ternary complex) 便 形成 了 。 

与 DNAP 相似 ,RNAP 使 用 的 是 由 两 个 Mg” 参 与 的 双 金 属 离子 催化 机 制 ( 图 
7-13)。 已 发 现 , 位 于 B 亚 基 458 一 466 之 间 的 "NADFDGDQM 序 列 在 所 有 RNAP 中 都 
是 高 度 保守 的 ,其 中 的 3 个 Asp(D) 残 基 最 为 重要 ,是 酶 活性 所 必需 的 。 


一 NI3 ”一 OH +NaiTP 一 Ni 一 Nz3“-OH +PP 


下 
N， OH 
3 
站 从 0 有 
凡 让 上 7 0 YY 
9 jh 生 
上 ~“O_apbrO 
oo 


Asp 
舍 7- 13 基因 转录 起 始 过 程 中 第 一 个 磷酸 二 酯 键 的 形成 


按照 上 述 方式 ,RNAP 全 酶 可 催化 形成 更 多 的 磷酸 二 酯 键 。 但 一 般 在 形成 10 个 磷 
酸 二 了 酯 键 以 后 ,与 核心 酶 结合 的 c 因子 即 释放 出 来 ,从 此 转录 进入 延伸 阶段 。 

第 一 个 参 和 人 的 核 苷 酸 几 乎 总 是 味 叭 核 苷 酸 , 这 是 因为 聚合 酶 的 第 一 个 NTP 结合 位 
点 与 味 叭 核 背 三 磷酸 的 亲和力 高 ,而 第 二 个 NTP 结合 位 点 与 4 种 NTP 结合 的 亲和力 相 
同 。 此 外 ,新 合成 的 初级 转录 物 含有 5 -三 磷酸 ,这 与 加 工 后 的 成 熟 RNA 分 子 不 同 。 

(5) 起 始 阶段 的 无 效 转录 

在 开放 复合 物 内 ,RNAP 往往 会 重复 催化 短 RNA 分 子 的 合成 并 将 它们 释放 出 去 , 进 
行 所 谓 的 无 效 转录 (图 7- 2)。 无 效 转录 物 的 长 度 一 般 为 3 一 8 nt。 在 真正 意义 上 的 转录 
延伸 发 生 之 前 ,这 种 无 效 转录 可 能 会 重复 几 百 次 。 研 究 表明 ,RNAP 的 活性 中 心 最 多 能 
容纳 8 nt, 这 差不多 等 于 无 效 转 录 物 的 最 大 长 度 。 在 每 合成 一 个 无 效 转录 物 的 时 候 , 聚 
合 酶 必须 做 出 抉择 :是 离开 局 动 子 , 进 入 延伸 阶段 ,还 是 仍然 结合 在 启动 子 上 ,重新 启动 
RNA 的 从 头 合成 。DNA 分 子 会 在 RNAP 的 活性 中 心 形 成 皱 福 CDNA scrunching) ,其 编 
但 链 形成 环 , 以 使 在 无 效 转 录 时 ,RNAP 仍然 保持 与 启动 子 的 结合 。 

无 效 转录 总 有 结束 的 时 候 , 一 般 终 止 于 长 约 6 nt 的 新 生 RNA 结合 到 酶 的 第 二 个 
RNA 结合 位 点 , 即 RNA 离开 通道 上 。 因 为 一 旦 RNA 结合 到 这 个 地 方 , 酶 的 催化 中 心 会 
被 “重新 设 定 ”, 从 而 催化 更 长 的 RNA( 大 于 10 nt) 的 合成 。 

《6) 居 动手 清空 

启动 子 清空 (promoter clearance) 是 指 聚 合 酶 离开 启动 子 以 实现 转录 从 起 始 进 入 延 
伸 的 过 程 。 此 过 程 需要 解决 的 最 大 问题 是 全 酶 如 何 离开 具有 高 亲 和 性 的 启动 子 ， 抛 奔 ? 
开放 复合 物 , 进 入 低 亲 和 性 的 非特 异性 DNA。 

在 细菌 启动 子 清空 的 时 候 ,RNAP 与 启动 子 的 高 亲和力 结合 反而 成 了 一 种 障碍 ,但 
前 几 轮 磅 酸 二 酯 键 形 成 释放 出 的 能 量 被 作为 动能 贮存 在 扭曲 的 DNA 皱 袜 之 中 ,这 有 点 
像 受 外 力作 用 而 被 压缩 的 弹簧 贮存 着 外 来 的 能 量 一 样 。 一 旦 无 效 转录 物 释放 以 及 启动 
子 皱 衬 的 部 分 离开 RNAP 的 DNA 结合 通道 ,贮存 的 能 量 即 被 释放 出 来 ,这 也 解释 了 为 
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什么 要 产生 大 量 的 无 效 转录 物 。 

事实 上 ,RNAP 在 合成 前 9 个 核 苷 酸 的 时 候 并 没有 在 DNA 分 子 上 移 位 。 当 转录 物 
长 度 达 到 形成 一 种 稳定 的 RNA- DNA 杂交 双 链 的 时 候 , 启 动 子 清空 才 开始 发 生 。 

可 以 说 ,真正 的 启动 子 清空 发 生 在 e 因子 与 核心 酶 解 离 以 后 ,因为 正 是 e 因子 赋予 
了 细菌 聚合 酶 对 启动 子 的 特异 性 。 一旦 Re 而 
处 于 合适 的 位 置 。 核 心 酶 就 与 非特 异性 DNA 以 一 般 的 亲 和 人 性 结合 ,这 非常 适合 转录 延 
伸 阶段 的 反应 。 为 了 防止 e 因子 人 酶 重新 结合 合 , 一 种 新 的 蛋白 


质 NusA 作为 延伸 因子 代替 c 因子 与 核心 酶 结 
人 和 ” ”启动 了 DNA 
RNAP 全 酶 二 > 
转录 延伸 
人 | 一 全 
6 因子 解 离 


开放 的 AN 全 = 


合成 7~12 nt 的 RNA 


RNA 一 
无 效 转录 
食 7-14 细菌 基因 转录 从 起 始 阶段 向 延伸 阶段 的 转变 


3. RNAP 的 移 位 和 转录 的 延伸 

当 RNAP 合 成 了 大 约 10 nt 的 时 候 ,延伸 便 开 始 了 。 这 时 转录 物 的 长 度 足 以 让 RNA 
取代 因子 ,并 在 翼状 结构 之 后 弯曲 。 然 后 ,RNAP 与 5 因子 解 离 , 钳 子 合 上 , 严 住 DNA， 
维持 延伸 反应 的 高 度 进行 性 。 辟 也 随后 关闭 , 夹 住 RNA。 一 段 临时 的 RNAVDNA 杂交 
双 链 形成 ,由 于 舵 的 作用 ,杂交 双 螺 旋 不 能 维持 很 久 , 它 会 撑 开 新 生 的 杂交 双 链 ,使 单 链 
DNA 重新 与 互补 链 配 对 。 

释放 出 来 的 c 因子 可 以 重新 与 核心 酶 结合 ,再 次 启动 新 一 轮 DNA 的 转录 ,此 过 程 称 
为 RNAP 的 循环 (图 7-15)。 

与 起 始 阶段 相 比 , 延 伸 阶段 的 反应 要 简单 得 多 (图 7- 16): 在 失去 c 因子 以 后 ,核心 
酶 通过 封 团 的 钳子 构象 握 住 DNA, 这 样 可 以 更 快 的 速度 沿 着 DNA 模板 链 向 前 移动 。 与 
此 同时 ,转录 泡 也 随 着 聚合 酶 一 道 向 前 移动 。 转 录 泡 的 大 小 维持 在 17 bp 左右 ,这 就 需要 
聚合 酶 在 转录 泡 前 面 解 链 以 暴露 新 的 模板 链 序列 ,同时 在 转录 泡 后 面 让 DNA 重新 形成 

双 链 。DNA 在 解 链 时 会 形成 正 超 螺旋 .但 这 很 容易 被 拓扑 异 构 酶 及 时 破坏 掉 。 由 于 

RNA 链 延 伸 的 方向 始终 是 从 5 一 >3 ,所 以 新 参 和 的 核 苷 酸 被 添加 在 RNA 链 的 3- OH 
端 。 每 添加 一 个 核 苷 酸 ,RNA- DNA 杂交 双 链 必须 发 生 旋转 。 
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售 7-15 RNAP 的 循环 


RNAP 足 印 


-3 bp 一 


-一 一 


+ 一 一 ~15 bp 一 -~ 转录 泡 
+ 一 8-9bp 一 -| RNA/DNA 杂 交 双 链 


个 7-17 RNAP 的 移 位 反应 


在 延伸 过 程 中 ,RNAP 不 断 地 移 位 (图 7-17) ,以 转录 新 的 模板 链 序列 。 有 两 种 模型 
可 用 来 解释 RNAP 的 移 位 机 制 ( 图 7 - 18): 一 种 是 热 环 轮 模型 (the thermal ratchet 
model) 。 此 模型 认为 ,在 没有 结合 NTP 之 前 ,RNAP 受热 的 驱动 在 移 位 前 和 移 位 后 两 种 
构象 状态 之 间 波 动 ,而 一 旦 NTP 结合 和 参 和 人 , 便 陷 人 移 位 后 构象 状态 ,从 而 发 生 移 位 ; 另 
外 一 种 为 能 击 模型 (the powerstroke model) 。 此 模型 认为 ,转录 的 化 学 能 与 移 位 偶 联 ,由 
它 提供 移 位 的 机 械 能 。 在 后 一 种 机 制 中 ,RNAP 的 一 部 分 既 可 以 在 PP, 形 成 的 时 候 移 位 ， 
也 可 以 在 PP, 释 放 的 时 候 移 位 。 
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核 背 酸 的 参 入 


酶 在 移 位 前 和 移 
循环 引发 能 击 


位 后 两 种 状态 之 


受热 驱动 , 聚合 
间 快 速 转换 


NTP 的 结合 使 酶 
陷入 移 位 后 状态 ， 能 击 完成 
NE 导致 酶 发 生 移 位 
| -> | 
热 款 轮 模型 能 击 模型 


食 7-18 RNAP 的 移 位 的 两 种 模型 


4 延伸 的 暂停 和 阻 滞 

在 延伸 阶段 ,RNAP 紧 握 DNA 和 RNA, 核 苷 酸 迅速 地 被 添加 到 转录 物 的 3- 端 。 然 
而 ,延伸 的 过 程 不 总 是 一 帆 风 顺 的 。 有 时 转录 会 遇 到 和 暂停. 阻 滞 或 终止 位 点 。 实 际 上 ， 
RNAP 每 催化 1 个 新 的 磷酸 二 酯 键 形 成 就 面临 3 种 选择 (图 7- 19) :是 继续 延伸 一 一 合 


妈 7- 19 转录 过 程 中 发 生 的 各 种 事件 


成 新 的 磷酸 二 酯 键 ? 还 是 倒退 一 一 向 后 滑动 ,致使 新 生 RNA 的 3 - 端 一 部 分 序列 与 
DNA 模板 链 解 离 ? 还 是 终止 一 一 转录 延伸 复合 物 的 完全 解体 ? 

(1) 和 暂停 

暂停 是 延伸 临时 停止 。 其 原因 可 能 是 RNAP 遇 到 了 强度 和 持续 时 间 不 同 的 暂停 信 
号 ,如 富 含 U 的 序列 或 发 严 结 构 ,或 遇 到 了 DNA 的 损伤 ,也 可 能 是 遇 到 了 跟 DNA 结合 
的 蛋白 质 。 但 就 功能 而 言 ,暂停 可 能 是 转录 的 一 种 策略 或 机 制 : 它 可 以 同步 细菌 转录 和 
翻译 的 偶 联 ,可 以 让 减 慢 RNAP 速度 的 调节 和 蛋白 能 及 时 发 挥 作 用 ,也 可 以 作为 转录 完全 
终止 的 前 奏 。 

有 时 候 ,互补 的 NTP 和 暂时 短缺 也 可 导致 RNAP 的 暂停 。 如 果 发 生 这 种 情形 ,RNA 
合成 的 重新 启动 需要 GreA 和 GreB 蛋白 来 解除 暂停 状态 :先是 RNAP 倒退 ,然后 ,GreA 
和 GreB 激活 RNAP 的 内 切 酶 活性 ,切除 3- 端 几 个 核 苷 酸 ,以 便 让 RNA 的 3- OH 能 重 
新 回 到 活性 中 心 。 

GreA 在 与 RNAP 相 作 用 的 时 候 , 其 C 端的 球状 结构 域 结 合 在 RNAP 的 次 级 通道 
旁 .而 N 端的 卷曲 螺旋 结构 域 (N-terminal coiled-coll domain,NTD) 突 出 到 这 个 通道 的 内 
部 ,其 顶端 紧 靠 RNAP 的 活性 中 心 ,其 中 的 两 个 酸性 氨基 酸 残 基 一 一 D41 和 E44 通过 与 
Mg 和 水 分 子 的 结合 ,协助 RNAP 作为 内 切 酶 的 催化 。 

(2) 倒退 

倒退 可 能 是 一 种 校对 新 合成 RNA 的 一 种 手段 。 当 聚合 酶 向 后 滑动 以 后 ,新 生 RNA 
的 3 一端 便 暴露 出 来 。 如 果 合 成 中 正好 出 现 了 错误 ,在 GreA 或 GreB 的 刺激 下 ,含有 错 
误 的 朝 聚 核 苷 酸 被 RNAP 的 内 源 核 酸 酶 活性 切除 。GreA 和 GreB 很 相似 ,它们 的 氨基 
酸 序列 有 35% 是 相同 的 。 然 而 ,它们 的 作用 机 制 略 有 不 同 ,其 中 GreA 刺激 切除 2 nt 一 
3nt 长 的 朝 聚 核 昔 酸 ,GreB 刺激 切除 2 nt 一 9 nt 长 的 寡 聚 核 苷 酸 。 

倒退 可 导致 RNA 合成 的 暂停 ,这 很 容易 发 生 在 RNA - DNA 杂交 双 链 结合 比较 弱 
的 时 候 ( 富 含 AU 碱 基 对 )。 而 当 和 暂停 的 RNAP 倒退 到 RNA 堵 在 次 级 通道 上 的 时 候 , 转 
录 就 完全 被 阻 清 了。 解除 RNAP 的 阻 滞 状 态 , 同 样 需要 GreA 或 GreB。 由 GreA 或 
GreB 刺激 RNAP 对 突出 的 RNA 剪 切 是 恢复 其 前 进 所 必需 的 。 

5. 转录 的 终止 

细菌 转录 的 终止 有 两 种 方式 :一 种 依赖 于 名 为 o 因子 (rho factor) 的 蛋白 质 ; 另 一 种 
则 不 需要 o 因子 ,但 需要 位 于 转录 物 3 -端的 一 段 被 称 为 终止 子 (terminator) 的 结构 。 

(1) 依赖 p 因子 的 转录 终止 

p 因子 是 一 个 同 源 六 聚 体 蛋白 ,大 小 为 60 kDa。 该 因子 具有 ATP 酶 和 解 链 酶 的 活 
性 。 其 中 , 解 链 酶 活性 能 催化 RNAVDNA 和 RNAVRNA 双 螺 旋 的 解 链 。 有 证 据 表 明 ,o 
因子 的 作用 需要 识别 和 结合 位 于 转录 物 5 -端的 一 段 特 殊 的 碱 基 序列 ,但 o 因子 喜欢 结 
合 不 形成 二 级 结构 . 富 含 CA 的 区 域 ,并 需要 在 转录 延伸 复合 物 上 游 至 少 有 50 nt 一 70 nt 
才能 起 作用 。 

5 因子 优先 结合 的 位 点 现在 被 称 为 Rho 因子 利用 位 点 CRhor-atilizatzom site ,raut 位 
点 )。 一 般 而 言 ,o 因子 与 新 生 转 录 物 的 结合 需要 一 个 ”对 位 点 ,以 及 30 nt 一 40 nt 长 的 自 
由 RNA。 如 果 没 有 rt 位 点 ,o 因子 结合 则 需要 约 100 nt 长 的 自由 RNA。 鉴 于 此 .有 人 
提出 了 e 因子 作用 模型 (图 7 - 20) :p 因子 在 识别 并 结合 转录 物 5 -端的 ru 位 点 以 后 , 受 
ATP 水 解 的 驱动 , 沿 着 5 一 3 方向 朝 转录 物 的 3- 端 前 进 ,直至 遇 到 暂停 在 终止 点 位 置 的 
RNAP。 暂 停 的 原因 是 因为 转录 物 的 3- 端 形成 了 发 夹 结构 。 随 后 ,po 因子 通过 解 链 酶 的 
活性 , 解 开 转录 泡 上 的 RNA/VDNA 杂交 双 螺 旋 , 使 转录 物 从 离开 通道 解 离 ,从 而 导致 转 
录 终 止 ， 

p 因子 的 晶体 结构 显示 (图 7-21), 它 的 每 一 个 亚 基 由 两 个 结构 域 组 成 ,其 N 端 结构 
域 结合 RNA,C 端 结构 域 结 合 ATP, 在 结构 上 和 参与 氧化 磷酸 化 的 FFo- ATP 合 酶 的 
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p 因 子 赶 上 聚合 酶 ， 解 开 
RNA/DNA 杂 交 双 螺旋 。 


名 7-21 大 肠 杆菌 Rho 因子 与 RNA 结合 时 的 三 维 结构 


和 人 B 亚 基 同 源 。 整 个 o 因子 的 三 维 结构 呈 锁 紧 垫 图 状 的 螺旋 。 螺 旋 的 直径 为 12 nm, 沿 
着 螺旋 轴 约 上 升 4. 5 nm, 内 部 有 一 个 直径 约 为 3 nm 的 孔 。 首 尾 两 个 亚 基 在 没有 结合 
RNA 的 时 候 有 1. 2 nm 的 空隙 ,但 一 旦 结合 RNA, 空 际 立 刻 消 失 , 这 时 候 的 p 因子 就 像 一 
个 密闭 的 环 套 在 RNA 链 上 。 每 2 个 亚 基 构 成 一 个 单位 ,因此 1 个 p 因子 共有 三 个 单位 。 
p 因子 在 作用 的 时 候 , 三 个 单位 在 某 一 个 瞬间 的 构象 并 不 相同 ,而 是 通过 结合 和 水 解 
ATP 使 构象 交替 发 生 改 变 , 这 类 似 于 参与 氧化 磷酸 化 的 E Fo- ATP 合 酶 在 合成 ATP 时 
所 使 用 的 “结合 变 构 ”(binding change) 机 制 。 于 是 ,6 因子 在 作用 的 时 候 , 就 像 一 个 分 子 
马达 一 样 , 沿 着 mRNA 轨道 , 朝 着 3 - 端 进发 。 

依赖 于 o 因子 的 终止 在 监视 翻译 失败 (如 无 义 突变 ) 的 mRNA 过 程 中 也 起 十 分 重要 
的 作用 。 当 核糖 体 因 无 义 突变 提前 与 mRNA 解 离 的 时 候 ,p 因子 能 够 与 mRNA 结合 并 
到 达 RNAP, 不 仅 阻止 突变 的 mRNA 继续 合成 ,而 且 还 能 阻止 同一 个 操纵 子 肉 下游 基因 
的 表达 。 
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某 些 蛋白 质 能 够 干扰 。 因子 的 终止 作用 ,并 以 此 作为 调节 基因 表达 的 一 种 手段 ,如 》 

只 菌 体 表达 的 N 蛋白 就 有 这 样 的 功能 (参看 第 十 一 章 原核 生物 基因 表达 的 调控 ) 。 
(2) 不 需要 o 因子 的 终止 机 制 本 
这 是 细菌 转录 终止 的 主要 方式 ,也 称 为 简单 终止 (simple termination) (图 7- 22)。 一 和 一 


该 机 制 具有 两 个 特征 :一 是 依赖 于 位 于 RNA 转录 物 3 -端的 一 串 U 序列 ,至 少 含有 3 个 Res 一 | 下 8 

U; 另 一 是 需要 位 于 紧 靠 U 序列 上 游 的 一 个 富 含 GC 碱 基 对 的 发 夹 结 构 。 这 两 个 特征 的 -和 一 
nn 凡是 影响 到 富 含 GC 葵 稳 定 的 突变 就 会 影响 到 终止 子 的 效 有 的 必 人 
率 ; 凡 是 改变 dA : rU 杂交 长 度 的 突变 也 会 影响 到 终止 子 的 效率 。 2 


当 转 录 物 在 3* 器 自发 地 形成 音 售 GC 可 基 对 的 发 夹 结构 图 7 - 23) 后 ,RNAP 因此 -= 
会 在 终止 子 位 置 停顿 约 几 秒 钟 , 其 构象 受 发 夹 结构 的 诱导 而 发 生变 化 。RNAP 构象 的 变 


化 使 得 被 转录 基因 的 编码 链 ,能 取代 与 模板 链 以 熔点 较 低 的 AU 碱 基 对 结合 的 转录 物 ，。 一 
最 终 导致 转录 物 从 3- 端 的 释放 以 及 转录 的 完全 终止。 AN 
下心 

三 元 浊 务 


偏 7-22 不 需要 p 因 子 
DNA 的 终止 机 制 


3 本 全 下 全 各 人 全 让 全 全 下 本 全 全 和 全 全 全 全 全 全 二 全 Te 


3wwTGGACCGAGTCCTGGAAGGACTCGTG6 TG Awmwg 


swwACCUGGCUCAGGACCUUCCUGAGCACACUvw3 RNA 


swACCU CACUvw3 


避 曲 


终止 子 结构 
(发 夹 结 构 ) 


人 有 有人 全 
省 
人 


人 


癌 
人 


7-23 不 依赖 p 因子 的 转录 终止 子 结构 


终止 子 发 夹 结 构 影 响 到 RNAP 环绕 在 RNA/VDNA 杂交 双 链 上 游 的 一 段 肽 链 ,要 妇 
将 RNA 从 杂交 双 链 之 中 拉 开 ,要 么 打开 RNAP 的 主要 通道 。 有 两 个 模型 被 用 来 解释 终 
止 子 是 如 何 导 致 终止 的 (图 7- 24) :一 种 是 发 严 入 侵 模 型 (the hairpin-invasion model) ,一 
种 是 RNA 拉 离 模型 (RNA pull-out) 。 两 种 模型 都 解释 了 发 夹 结 构 如 何 破坏 RNA/VDNA 


发 夹 结 构 将 RNA 
拉 离 离开 通道 
发 夹 结构 的 别 构 

效应 破坏 杂交 双 链 


RNA 拉 开 模 型 
食 7-24 终止 子 发 夹 结构 作用 的 两 种 模型 
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双 链 上 游 的 3 个 碱 基 对 。 人 侵 模型 认为 ,发 夹 结构 的 茎 对 RNA 离开 通道 的 上 游 部 分 施 
加 的 是 别 构 效 应 ,而 拉 离 模型 认为 ,在 葵 不 能 深入 到 离开 通道 的 时 候 ,RNA 移 位 ,从 离开 


五 、 真 核 生物 的 核 基 因 转 录 


(一 ) 真 核 生 物 细胞 核 基 因 转 录 与 细菌 基因 转录 的 主要 差别 

尽管 真 核 生物 的 细胞 核 基 因 转 录 与 细菌 的 基因 转录 在 基本 机 制 上 非常 相似 ,但 也 有 
许多 差别 。 相 对 于 细菌 来 说 , 真 核 生物 的 核 基因 转录 的 不 同 之 处 反映 在 以 下 几 个 方面 : 

(1) 需要 克服 核 小 体 和 染色 质 结 构 对 转录 构成 的 不 利 障 碍 

细菌 没有 核 小 体 和 染色 质 的 结构 ,因此 不 存在 这 样 的 障碍 ,而 真 核 细胞 的 核 基因 是 
处 于 核 小 体 和 染色 质 结 构 之 中 的 。 可 以 预见 ,就 像 DNA 复制 一 样 , 真 核 细 胞 核 DNA 在 
转录 之 前 或 转录 之 中 ,染色 质 和 核 小 体 的 结构 必须 发 生 某 种 有 利于 转录 的 变化 ,进入 能 
转录 的 状态 。 如 核 小 体 结构 临时 解体 或 重 塑 (remodelling) ,染色 质 构 象 从 紧密 状态 变 为 
松散 状态 ,只 有 这 样 , 参 与 转录 有 关 的 酶 和 蛋白质 才 能 有 效 地 识别 启动 子 和 模板 等 ,并 顺 
利 地 催化 转录 。 在 真 核 生 物体 内 已 发 现 ,至 少 有 三 类 蛋白 质 参与 转录 过 程 中 对 核 小 体 和 
染色 质 结 构 的 改造 或 重 塑 , 它 们 是 组 蛋白 伴侣 . 娄 色 质 重 塑 因子 (chromatin remodeling 
factor) 和 组 蛋白 修饰 酶 (histone modifying enzyme)。 其 中 ,组 蛋白 伴侣 属于 一 类 组 蛋白 
结合 蛋白 ,在 组 蛋白 合成 好 以 后 ,就 会 与 它们 结合 ,并 护送 它们 进入 细胞 核 ,帮助 它们 在 
DNA 复制 . 重组、 修复 和 转录 过 程 中 与 DNA 之 间 发 生 相 互 作用 ,还 能 直接 或 间接 调节 组 
蛋白 的 化 学 修饰 。 以 促进 染色 质 转录 复合 物 (the facilitates chromatin transcription 
complex,FACT) 为 例 , 它 们 在 转录 延伸 中 可 破坏 核 小 体 结构 的 稳定 ,使 得 RNAP 在 经 过 
的 地 方 ,H2A/H2B 二 聚 体能 暂时 离开 。 再 以 Spt6 为 例 , 这 种 组 蛋白 伴侣 在 RNAP 延伸 
过 的 地 方 促 进 重新 形成 正常 的 核 小 体 结构 。 关 于 染色 质 重 塑 因 子 和 组 和 绰 和 白 修 饰 酶 与 转 
录 的 关系 见 第 十 二 章 真 核 生 物 的 基因 表达 调控 。 

(2) 不 一 样 的 RNA 聚合 酶 

首先 , 真 核 生物 的 RNAP 更 大 ,拥有 更 多 的 亚 基 ;其 次 ,与 细菌 < 亚 基 相当 的 两 个 亚 
基 不 是 相同 的 ;再 次 ,缺乏 相当 于 c 因子 的 亚 基 , 因 此 真 核 RNAP 不 能 直接 识别 启动 子 ; 
还 有 , 真 核 生物 基因 转录 需要 解 链 酶 ,细菌 的 RNAP 本 身 就 具有 解 链 酶 活性 ;最 后 , 真 核 
生物 细胞 核 里 面 的 RNAP 至 少 有 三 种 ,它们 在 功能 上 高 度 分 工 , 不 同性 质 的 RNA 由 不 
同 的 RNAP 负责 催化 转录 。 

(3) 转录 除了 需要 RNAP 以 外 ,还 需要 许多 称 为 转录 因子 的 重 白 质 的 参与 

转录 因子 分 为 基础 转录 因子 (basal transcription factor) 和 特异 性 转录 因子 (specific 
transcription factor) 。 其 中 ,基础 转录 因子 也 称 为 一 般 转 录 因 子 (general transcription 
factor,GTF) ,是 维持 所 有 基因 最 低 水 平 转录 所 必需 的 ,而 特异 性 转录 因子 只 是 特定 的 基 
因 转 录 才 需要 。 基 础 转录 因子 的 功能 包括 :识别 和 结合 启动 子 , 招 募 RNAP 与 启动 子 结 
合 ; 与 其 他 上 游 元 件 或 反 式 作 用 因子 结合 或 相互 作用 ,有 助 于 转录 起 始 复合 物 的 装配 和 稳定 。 

真 核 细 胞 核 内 的 三 种 RNAP 都 需要 基础 转录 因子 ,有 的 是 三 种 RNAP 共有 的 ,如 
TATA 盒 结 合 蛋白 (TATA box binding protein,TBP) ,有 的 则 是 各 RNAP 特有 的 ;有 的 
参与 转录 的 起 始 , 称 为 起 始 转录 因子 ,有 的 参与 转录 延伸 , 称 为 延伸 转录 因子 。 

(4) 在 转录 起 始 阶段 进行 启动 子 清空 的 时 候 ,需要 打破 结合 在 启动 子 上 的 转录 因子 
和 RNAP 之 间 的 相互 作用 

(5) 启动 子 以 外 的 序列 参与 调节 基因 的 转录 

这 些 特 殊 的 序列 一 般 统 称 为 顺 式 作用 元 件 (cis-acting element) ,这 是 因为 它们 与 受 
控 的 基因 位 于 同一 条 染色 体 DNA 上 , 呈 顺 式 关 系 。 然 而 , 顺 式 作用 元 件 单独 并 不 能 发 挥 
作用 ,它们 只 有 在 结合 了 特殊 的 蛋白 质 因 子 以 后 才能 起 作用 。 由 于 这 些 特 殊 的 蛋白 质 因 


子 本 身 的 基因 通常 位 于 其 他 的 染色 体 DNA 分 子 之 上 ,与 被 调节 的 基因 呈 反 式 关 系 , 因 此 
它们 被 称 为 反 式 作用 因子 (trans-acting factor) 。 

(6) 转录 与 翻译 不 存在 偶 联 关系 

细菌 的 蛋白 质 基 因 一 旦 转录 开始 ,核糖 体 就 能 与 转录 物 的 5 - 端 结合 ,并 启动 翻译 ， 
即 转录 与 翻译 在 时 间 和 空间 上 存在 偶 联 关系 。 而 在 真 核 细 胞 内 ,转录 发 生 在 细胞 核 , 翻 
译 则 发 生 在 细胞 质 ,之 间 还 有 转录 后 加 工 , 因 此 不 存在 任何 偶 联 。 

(7) 转录 物 多 为 单 顺 反 子 (monor-cistron), 而 细菌 的 转录 物 大 多 数 为 多 顺 反 子 
(polycistrony) 

出 现 这 种 结果 的 原因 是 在 细菌 转录 系统 中 ,功能 相关 的 基因 共享 一 个 启动 子 , 在 转 
录 时 以 一 个 共同 的 转录 单位 进行 转录 。 而 在 真 核 转录 系统 之 中 ,每 一 个 蛋白 质 的 基因 都 
有 自己 独立 的 启动 子 。 

(二 ) 真 核 细胞 核 DNA 转录 的 基本 过 程 

1.RNAP 工 所 负责 的 基因 转录 

RNAPT 主 要 负责 催化 18S rRNA、.5.8S rRNA 和 28S rRNA 的 转录 ,转录 场所 为 核 
仁 。 这 三 种 rRNA 共享 一 个 启动 子 , 含 有 多 个 拷贝 ,首尾 相连 (图 7-25)。 相 邻 拷贝 之 间 
是 非 转 录 间 隔 区 (Cnontranscribed spacer,NTS)。 在 18S rRNA 和 5.8S rRNA 以 及 5. 8S 
rRNA 和 28S rRNA 之 间 , 各 有 一 段 内 转录 间隔 区 (internal transcribed spacer,ITS) ,而 在 
18S rRNA 的 5 - 端 和 28S rRNA3 - 端 , 各 有 一 段 外 转录 间隔 区 (external transcribed 
spaceryETS) 。45S rRNA 是 它们 的 共同 前 体 , 通 过 转录 后 加 工 可 分 别 得 到 各 自 的 终 产 
物 。 此 外 , 锥 体 虫 表面 的 VSG 和 前 环 素 是 少数 由 RNAP 催化 转录 的 和 蛋白质。 


45SS rRNA 前 体 45STRNA 前 体 


信 7-25 rRNA 基因 的 结构 和 组 织 


1) 局 动 子 

RNAP1 所 负责 转录 的 基因 的 记 动 子 由 两 个 部 分 组 成 :一 个 是 核心 启动 子 (core 
promoter,CP) ,位 于 一 31 到 十 6 之 间 ,与 基因 的 基础 转录 有 关 , 因 此 是 必需 的 ; 另 一 个 是 
上 游 控 制 元 件 Cupstream control element,UCE) ,位 于 一 187 到 一 107 之 间 ,是 基因 的 有 效 
转录 所 必需 的 。 这 类 启动 子 具 有 物种 特异 性 (species specific) , 即 某 一 物种 的 启动 子 只 对 
本 物种 的 基因 转录 有 效 , 对 其 他 物种 无 效 。 

核心 启动 子 和 UCE 的 序列 高 度 一 致 , 约 有 85 多 的 序列 相同 。 它 们 都 富 含 GC, 但 在 
转录 起 点 附近 却 倾 向 于 富 含 AT, 这 显然 可 使 启动 子 在 启动 转录 时 更 容易 解 链 。 

在 某 些 生物 体内 ,类似 增 强 子 的 序列 元 件 以 重复 序列 的 形式 存在 可 进一步 提高 转录 

《2) 基础 转录 因子 

在 哺乳 动物 细胞 内 ,RNAPT 至 少 需要 2 种 转录 因子 :一 种 是 UCE 结合 因子 (UCE 
binding factor,UBF)。 它 为 单一 的 多 肽 ,在 识别 UCE 和 核心 启动 子 上 富 含 GC 的 序列 
后 ,与 启动 子 结合 ; 另 一 种 是 选择 因子 1(selectivity factor,SL1) 或 转录 起 始 因 子 - 工 B 
Ctranscriptional initiation factor TB,TIF-IB) ,由 TATA 盒 结合 蛋白 (TBP) 和 3 个 TBP 
相关 因子 (TBP associated factor,TAF) 组 成 ,其 中 TBP 是 三 种 RNAP 催化 基因 转录 都 需 
要 的 和 蛋白质。 此 外 ,还 可 能 需要 另外 两 个 转录 起 始 因子 一 一 TIFE-IA 和 TIF-IC。 

在 酵母 细胞 中 , RNAPI 至 少 需要 三 种 转录 因子 :第 一 种 是 上 游 激活 因子 (upstream 
activation factor,UAF) ,第 二 种 是 SLI/TIF- 卫 的 同 源 物 ,第 三 种 是 RNAPEI[ 相 关 因 子 Rrn3 。 
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(3) 转录 的 起 始 

以 哺乳 动物 细胞 为 例 ,在 转录 起 始 阶段 ,UBF 作为 组 装 因子 (assembly factor) ,与 核 
心 启 动 子 和 UCE 结合 启动 了 转录 起 始 复合 物 的 装配 。 主 要 的 反应 包括 (图 7-26): 首 
先 ,UBF 二 聚 体 同时 与 CP 和 UCE 结合 ,导致 DNA 局 部 成 环 , 进 而 让 CP 与 UCE 发 生 接 
触 。 随 后 ,SL1 被 招募 到 启动 子 上 ,其 中 的 TBP 刚好 结合 在 转录 起 点 周围 ,这 里 没有 序 
列 特异 性 。 与 一 般 的 DNA 结合 蛋白 不 同 ,TBP 结合 在 小 沟 上 ,可 诱导 DNA 局 部 变形 ， 
从 而 影响 到 大 沟 的 结构 ,最终 导致 DNA 模板 约 有 6 bp 一 8 bp 序列 发 生 解 链 ,这 是 RNAP 
工 启动 转录 所 必需 的 。SL1 的 结合 一 方面 稳定 了 UBF 和 启动 子 的 结合 , 另 一 方面 它 作 
为 定位 因子 (positional factor) 引 导 RNAPTI 正 确定 位 到 启动 子 上 ,但 RNAPI 需 要 先 与 
磷酸 化 的 Rrn3/TIF- 工 A 结 合 。RNAPTI 再 通过 Rrn3/TIF- 工 A 与 UBFVSL1 复合 物 结 
合 。 一旦 RNAPT 结 合 到 复合 物 上 , 便 处 在 预定 的 位 置 ,精确 启动 转录 的 起 始 。 尽 管 没 
有 UBF,rRNA 也 能 被 转录 ,但 转录 的 效率 会 大 大 降低 。 


TRNA 
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(4) 转录 的 延伸 

在 RNAPI 离开 启动 子 以 后 ,UBEFV/SL1 复合 物 仍然 结合 在 启动 子 上 ,从 而 可 招募 另 
外 一 个 RNAPTI 到 启动 子 上 。 这 种 情况 可 连续 发 生 多 次 。 在 延伸 的 时 候 ,RNAPTI 需 要 
染色 质 重 塑 因子 的 帮助 ,以 克服 核 小 体 结构 对 DNA 转录 构成 的 障碍 。 此 外 ,TIF -IC 也 可 
以 刺激 转录 的 效率 ,并 解除 RNAPI 在 转录 途中 可 能 发 生 的 暂停 。 在 转录 的 时 候 , 转 录 泡 前 
面 形成 正 超 螺旋 ,后 面 形成 负 超 螺旋 ,这 与 RNAPI[ 催 化 的 转录 相似 。 转 录 过 程 如 果 遇 到 模 
板 链 的 损伤 ,可 激发 转录 偶 联 修复 系统 。 由 于 RNAEI 催 化 的 基因 转录 系统 相对 简洁 ,因此 
它 是 细胞 核 里 作用 最 快 的 ,其 催化 的 转录 活性 占 到 对 数 生长 期 细胞 转录 总 活性 的 60%% 。 

(5) 转录 的 终止 

RNAPI 所 催化 的 基因 转录 终止 于 一 段 特 殊 序列 组 成 的 终止 子 区域 。 哺 乳 动物 的 
终止 子 长 约 18 bp, 因 内 部 含有 限制 性 内 切 酶 Sa! 工 的 切 点 ,所 以 有 时 称 为 Sal 盒 (Sal 
box) 。 该 终止 子 序列 位 于 28S rRNA 序列 下 游 约 500 bp 处 ,可 以 被 转录 终止 因子 识别 并 
结合 ,然后 把 两 种 RNA 酶 一 一 Rntl 和 Ranl 招募 过 来 。 小 鼠 的 终止 因子 为 TITF- 1, 酵 
母 为 Rebl 或 它 的 同 源 物 Nsl。 有 一 种 “鱼雷 ”模型 (The torpedo model) 是 这 样 解释 


第 七 章 RNA 的 生物 合成 


RNAP 的 转录 终止 的 :正在 延伸 的 RNAPI 暂 停 在 Rebl 或 Nsil 结合 位 点 附近 ,内 切 酶 
Rntl 切 开 新 生 rRNA 的 前 体 ,被 切 开 的 转录 物 成 为 外 切 酶 Ratl 的 底 物 ,于 是 Ratl 从 与 
RNAPTI 结 合 的 转录 物 的 5 - 端 开始 边 切 边 赶 RNAP 工 ,最终 赶 上 并 与 它 发 生 碰撞 ,在 解 
链 酶 Senl 的 协助 下 ,将 RNAP 工 从 模板 链 上 释放 出 来 (图 7- 27)。 


1 
AA 
全 7-27 RNAPTI 催 化 的 DNA 转录 的 终止 


2、RNAP 耻 所 负责 的 基因 转录 

RNAP 正 负责 转录 的 是 结构 上 比较 稳定 的 小 RNA, 包 括 tRNA、5S TRNA、7SL 
RNA.7SK RNA . 端 粒 酶 和 核糖 核酸 酶 PP 所 含有 的 RNA、 无 帽子 结构 的 snoRNA 和 
snRNA( 如 U6 snRNA) 以 及 某 些 病毒 的 mRNA 和 少数 miRNA 等 。 

(1) 启动 子 

RNAP 焉 负责 转录 的 基因 的 启动 子 分 为 两 种 类 型 (图 7- 28) :一 类 与 RNAP[ 相 似 ， 
主要 位 于 基因 的 上 游 ,属于 外 部 启动 子 , 含 有 TATA 盒 , 近 序列 元 件 (proximal sequence 
element,PSE) 和 远 端 序列 元 件 (distal sequence element,DSE) ,如 7SK RNA、7SL RNA 
和 U6 snRNA 等 ; 另 一 类 位 于 基因 内 部 ,因此 为 内 部 启动 子 (internal promoter), 如 
tRNA.5S rRNA 和 腺 病毒 的 VA RNA 等 。 就 5S IRNA 而 言 , 它 的 内 部 启动 子 由 人 龟 
(A Box) C 盒 CC box) 和 中 间 元 件 (Cintermediate element) 三 个 部 分 组 成 。 而 tRNA 的 启 
动 子 分 为 A 盒 和 也 盒 (B box) ,分 别 对 应 于 tRNA 的 D 环 和 TuyC 环 。tRNA 的 A 盒 和 B 
盒 的 保守 序列 是 TGGCNNAGTGGKN 为 任何 核 背 酸 ) 和 GGTTCGANNCC。 由 于 它们 


位 于 基因 内 部 ,因此 本 身 也 被 转录 。 KE 如何 设 计 实验 确定 
真 核 生 物 tRNA 基因 的 启动 
人 元 子 必 于 内 部 启动 子 ? 
转录 起 始点 人 辣 Wi 
人 一 关 ] 
好 RNA 
- A 盒 C 盒 
转录 起 始点 
| 
tRNA [er 一 
A 盒 B 盒 
《2) 外 部 启动 子 转录 起 始点 
下 
UG-snRNA 二 “ES 
DSE PSE TATA 盒 


售 7-28 RNAP 开 催化 转录 的 基因 的 启动 子 结构 


(2) 基础 转录 因子 

RNAP 焉 所 需要 的 基础 转录 因子 (TF 芽 ) 有 三 种 , 即 TF 开 A.B 和 C。 其 中 TF 焉 C 为 
组 装 因子 ,由 6 个 亚 基 组 成 ,负责 与 第 二 类 启动 子 的 A 盒 和 B 盒 结合 。TF 开 B 是 一 种 定 
位 因子 ,结合 于 和 A 盒 的 上 游 约 50 bp 的 位 置 ,但 与 它 结合 的 序列 无 特异 性 ,这 说 明 TFIB 
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结合 的 位 置 是 由 TF 焉 C 决定 的 。 结 构 分 析 表 明 TF 亚 B 由 三 个 亚 基 组 成 ,分 别 是 TBP、 
TEF 亚 B 相关 因子 (CTF 开 Brrelated factor,BRF) 和 TFIEB' ,其 中 BRF 有 BRF1( 由 外 部 启动 
子 转 录 的 基因 使 用 较 小 的 BRF2) 和 BDP1。TF 亚 A 由 一 条 肽 链 组 成 ,含有 和 锌 指 结构 ,但 


仅 为 5S rRNA 基因 的 转录 所 必需 。 
(3) 转录 的 起 始 和 延伸 


由 RNAP 亚 催化 转录 的 基因 启动 子 不 尽 相 同 ,而 启动 子 不 同 , 招 募 TF 幅 B 和 RNAP 
下 的 途径 就 有 所 不 同 , 最 后 形成 的 转录 起 始 复合 物 也 有 所 差别 (图 7- 29)。 


ARNAP 男 


TF 亚 B 下 


TFHB)7 nk 
2 人 RNAP 开 
1 


局 4 
es ee 人 


鲁 7-29 RNAP 亚 催化 的 不 同类 型 基因 形成 的 转录 起 始 复合 物 


转录 起 始点 “中间 元 件 
A 盒 C 盒 


TF 亚 A 同 时 与 A 
| 盒 和 C 盒 结合 


-aa 从 -= 


全- 


[ 招募 进来 


| TF 亚 B 结 合 在 转 
录 起 始点 附近 


盏 TFT A 惠 


RNAP 亚 识别 TBP 
后 被 正确 地 定位 
到 转录 的 起 始点 


人 并 
RNAP 开 


若是 tRNA 的 基因 , 则 每 一 个 tRNA 的 基 
因 作 为 一 个 独立 的 转录 单位 ,进行 转录 。 所 有 
tRNA 基因 都 旺 组 成 型 表达 ,基本 过 程 是 : 首 
先 ,IF 开 C 作为 组 装 因子 ,与 基因 内 部 的 A 盒 
和 也 盒 结 合 ,这 种 结合 可 促进 TF 开 B 的 结合 。 
由 于 TFIEC 结 合 的 一 端正 好 位 于 转录 的 起 点 
上 ,而 TF 开 B 结 合 的 中 央 区 则 约 位 于 转录 起 点 
上 游 26 bp, 这 样 TFIB 中 的 TBP 刚 好 可 作为 
RNAP 焉 的 定位 因子 ,将 RNAP 开 精确 定位 在 
转录 起 点 周围 ,同时 它 也 能 像 在 RNAPT 转 录 
起 始 中 一 样 ,促进 启动 子 的 解 链 。 一 旦 TF 焉 B 
与 DNA 结合 ,TFC 就 不 再 需要 了 。 

若是 5S rRNA 的 基因 , 则 转录 的 基本 过 程 
是 (图 7-30) :首先 ,TF 焉 A 与 内 部 的 启动 子 结 
合 ; 然 后 ,TFIUEC 被 TF 开 A 招 募 上 来 ,形成 一 
种 稳定 的 复合 物 ,TF 亚 C 几乎 覆盖 整个 基因 ， 
随后 ,TFIIB 被 TF 焉 C 招募 到 转录 起 点 附近 ; 
最 后 ,RNAP 亚 通过 与 TBP 的 作用 再 被 招募 到 


售 7-30 5S rRNA 基因 转录 的 起 始 和 延伸 转录 的 起 始 复合 物 中 ,开始 转录 。 


若是 由 基因 外 启动 子 驱动 的 基因 转录 ,首先 需要 snRNA 激活 蛋白 复合 物 C(snRNA 
activating protein complex,SNAPC) (也 称 为 PBP 或 PTF) 结 合 PSE, 其 结合 的 中 央 区 位 
于 转录 起 点 上 游 55 bp 的 地 方 。 这 种 结合 受到 RNAPI 的 转录 因子 Octal 和 STAF 与 位 
于 起 点 上 游 的 DSE 结合 的 刺激 。 这 两 个 转录 因子 和 DSE 也 是 RNAPI 催化 含有 帽子 结 
构 的 snRNA 转录 所 必需 的 。SNAPC 将 TFIEB 组 装 到 TATA 盒 上 , 正 是 TF 开 B 中 的 
TBP 与 TATA 盒 的 结合 ,让 U6 snRNA 的 转录 由 RNAP 亚 而 不 是 RNAPI 催化 。 

TFIEB 在 RNAP 葡 催化 转录 起 始 以 后 ,仍然 结合 在 启动 子 上 。 这 可 以 再 将 一 个 
RNAP 焉 定位 到 转录 的 起 点 上 ,再 次 启动 转录 ,因此 RNAP 芽 转录 的 水 平 较 高 。 

(4) 转录 的 终止 

RNAP 芽 催化 的 基因 转录 的 终止 不 同 于 RNAPT 和 RNAPI ,但 与 细菌 不 需要 p 因 
子 的 终止 机 制 有 点 相似 ,需要 1 段 富 含 GC 的 序列 和 1 小 串 U, 但 局 的 长 度 短 于 细菌 ,4 
个 吕 就 够 了 ,而 且 富 含 GC 区 域 也 不 需要 形成 葵 环 结构 。 通 常 模板 链 上 的 一 段 朝 聚 人 就 
足以 启动 并 完成 整个 终止 反应 。 

3. RNAP 开 所 负责 的 基因 转录 

该 酶 负责 催化 mRNA、 绝 大 多 数 miRNA、 具 有 帽子 结构 的 snRNA( 如 UL1、`U2、U4 和 
U5 snRNA) 和 snoRNA、XistRNA 以 及 某 些 病毒 RNA 的 转录 。 算 此 类 基因 的 转录 最 为 复杂 。 

(1) 控制 RNAP 开 所 催化 的 基因 转录 的 顺 式 元 件 

受 RNAPI 催化 转录 的 基因 特别 是 蛋白 质 的 基因 受到 多 种 顺 式 作用 元 件 的 控制 , 它 
们 包括 核心 启动 子 * 调 挖 元件 (regulatory element) 增强 子 和 沉默 子 等 。 

@ 核心 启动 子 

核心 启动 子 也 称 为 基础 启动 子 (basal promoter 或 minimal promoter) ,其 功能 相当 于 
细菌 的 启动 子 , 它 们 参与 招募 和 定位 RNAPI[ 到 转录 起 点 ,从 而 正确 地 起 动 基因 的 转录 ， 
也 可 能 通过 促进 参与 转录 复合 物 装配 或 稳定 转录 因子 的 结合 而 提升 转录 的 效率 。 

属于 核心 启动 子 的 元 件 有 (图 7-31) :TATA 盒 .起 始 子 Cinitiator, Tar) TFIB 识 别 
元 件 CTF [TB recognition element，BRE) 和 下 游 启 动 子 元 件 (downstream promoter 
element,DPE) 。 

TATA 售 为 一 段 富 含 AT 碱 基 对 的 碱 基 序列 ,位 于 一 25 到 一 30 区 域 , 与 细菌 启动 子 
的 Pribnow 盒 相 似 , 但 位 置 不 同 ; Tar 覆盖 转录 的 起 点 ,多 数 在 一 1 位 的 碱 基 为 C, 十 1 碱 
基 为 A。TATA 盒 和 Jmr 属于 招募 和 定位 元 件 , 由 两 者 共同 决定 转录 的 起 点 。 

BRE 可 视 为 TATA 盒 向 上 游 的 延伸 , 它 位 于 一 37 到 一 32 区 域 ,为 转录 因子 TFITB 
的 识别 序列 ;DPE 位 于 Taor 下 游 , 它 总 是 在 十 28 到 十 32 之 间 ,其 作用 需要 Jur 的 存在 。 


位 置 -37to-32 -31to-26 to+4 +28 to +32 


A_ACG 
要 BR 


个 7-31 RNAPIT 负 责 转录 的 基因 的 启动 子 结构 特征 


上 述 几 种 核心 启动 子 元 件 并 不 是 所 有 的 蛋白 质 基 因 都 有 ,一 个 特定 的 基因 可 能 含有 
其 中 的 某 些 元 件 , 也 可 能 含有 所 有 元 件 , 也 可 能 都 缺乏 。 属 于 既 无 TATA 盒 .又 无 Taor 的 
基因 非常 少 ,这 一 类 基因 的 转录 效率 较 低 ,而 且 转 录 的 起 点 位 置 也 不 固定 。 

G@ 调控 元 件 

调控 元 件 包 括 上 游 临 近 元 件 (Cupstream proximal element, UPE) 和 上 游 诱 导 元 件 
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(Cupstream inducible element,UIE) ,它们 的 作用 都 需要 特殊 的 反 式 作用 因子 的 结合 。 

UPE 为 一 段 短 的 核 苷 酸 序列 ,长 度 约 为 6 nt 一 20 nt 位 于 核心 启动 子 上 游 的 近 侧 ,其 
功能 是 调节 转录 起 始 的 效率 ,但 不 影响 转录 起 点 的 特异 性 。 属 于 UPE 的 有 :GC 盒 、 
CCAAT 盒 、.Spl 盒 .AP2 盒 和 OCT 等 。 其 中 GC 盒 富 含 GC 碱 基 对 ,通常 存在 于 大 多 数 
蛋白 质 基因 (特别 是 管家 基因 ) 的 上 游 ,而 且 往往 不 止 一 个 拷贝 。 

UIE 存在 于 那些 受 细胞 内 外 各 种 信和 号 诱导 才 表 达 的 基因 核心 启动 子 的 上 游 ,典型 的 
例子 有 :激素 反应 元 件 一 一 (Chormone-response element, HRE) 、 热 休克 反应 元 件 - 一 
(heat-shock response element, HSE) 、cAMP 反应 元 件 (cAMP-response _ element， 
CRE) .金属 反应 元 件 一 一 (metal-response element,MRE) 和 血清 反应 元 件 
response element,SRE) 等 。 

@@ 增强 子 和 沉默 子 

增强 子 (enhancer) 是 一 种 能 够 大 幅度 增强 基因 转录 效率 的 顺 式 作用 元 件 , 而 沉默 子 
Csilencer) 则 是 一 种 抑制 基因 表达 的 顺 式 作用 元 件 。 增强 子 可 能 通过 提高 启动 子 利 用 的 
效率 起 作用 ,也 可 能 提高 一 个 启动 子 处 于 染色 质 中 的 转录 活性 区 而 起 作用 。 这 两 类 顺 式 
作用 元 件 的 结构 特征 和 作用 机 制 参见 第 十 二 章 真 核 生物 基因 表达 调控 。 

《2) 基础 转录 因子 

RNAPI 所 需要 的 基础 转录 因子 有 TFIA、B.D、EF.HJ 和 S 等 ( 表 7-5)。 

@OTEFID 

TFID 是 一 种 多 蛋白 质 复合 物 , 由 TBP 和 TAF 组 成 。TBP 就 是 RNAPI 和 了 也 需 
要 的 TATA 盒 结合 蛋白 ,共有 180 个 氨基 酸 残 基 , 有 2 个 非常 相似 的 由 66 个 氨基 酸 残 基 
组 成 的 马 狂 状 结构 域 。 这 2 个 结构 域 被 一 个 短 的 碱 性 肽 段 分 开 , 仿 佛 马 鞍 横 跨 在 DNA 
分 子 上 ,通过 接触 小 沟 与 DNA 结合 。 由 于 碱 基 序 列 在 小 沟 中 暴露 的 不 好 ,TBP 在 结合 
的 时 候 , 需 要 撕 开 小 沟 , 以 识别 其 中 的 序列 。 如 此 作用 可 导致 DNA 出 现 近 90 的 弯曲 。 

TFID 的 功能 包括 :识别 和 结合 核心 启动 子 ;结合 和 招募 其 他 基础 转录 因子 ;为 多 
种 调节 蛋白 的 作用 目标 ;具有 激酶 (磷酸 化 TFIEF) .组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 和 泛 素 激活 酶 / 
结合 酶 活性 。 不 同 的 酶 活性 由 不 同 的 TAF 承担 。 


表 7-5 RNAPI 的 基础 转录 因子 


(Serurn- 


1TBP 三 与 TATA 盒 结 合 . 


TFITD 元 称 


12TAFs ”调节 功能 ,有 1 工 个 与 7 结合 - 7 江 

TFIA- 3 稳定 TBP 与 启动 子 的 结合 “一 

TFIB 1 招募 RNAPI ,确定 转录 起 点 一 一 

TEJR 2 与 RNAP 结 合 ;去 稳定 集合 酶 与 DNA 的 非特 异性 结合 ,确定 转 
起 始 时 模板 的 位 置 。 

CERJIR 2 协助 招募 TFI H ,激活 TFILH, 促 进 启动 子 的 解 链 。 

TFIH 9 具有 ATP 酶 \ 解 链 酶 .CTD 激酶 活性 ， 促进 启动 子 解 链 和 清空 

TETS 刺激 RNAPI 的 剪 切 活性 ， 因此 可 切除 铺 误 参 太 的 核 间 本 提高 转 
录 的 忠实 性 。 

@TFIA 


TFILEA 由 3 个 亚 基 组 成 ,其 功能 包括 :与 TBP 在 N 端的 马 负 状 结构 域 结合 ;取代 与 
TBP 结合 的 负 调 控 因 子 ( 如 NC1 和 NC2/7DR1) ;稳定 TBP 与 TATA 盒 的 结合 

@TFIB 

TFIB 为 单一 肽 链 ,其 功能 包括 :与 TBP 在 C 端的 马 狂 状 结构 域 结合 ;与 TF IF 的 
RAP30 亚 基 结合 ,从 而 将 RNAPI 和 TFIEF 形 成 的 复合 物 招募 到 启动 子 ;稳定 TBP 与 
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DNA 的 结合 ;充当 多 种 激活 蛋白 的 作用 刘 点 。 

四 TFIF 

TFITE 由 RAP38 和 RAP74 亚 基 组 成 ,其 功能 包括 :与 TFIB 和 RNAPI 结 合 ， 
低 聚 合 酶 与 非特 异性 DNA 的 相互 作用 ,促进 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 ;参与 转录 的 起 始 和 
延伸 ,降低 延伸 过 程 中 的 暂停 ,保护 延伸 复合 物 免 受阻 滞 ;RAP74 具有 解 链 酶 活性 ,可 能 
参与 启动 子 的 “熔化 ”以 暴露 模板 链 。 在 无 TFTEB 的 情况 下 ,刺激 磷酸 酶 的 活性 ,导致 
CTD 的 去 磷酸 化 。 

@@TFIE 

TFIE 由 34kDa 亚 基 和 57kDa 亚 基 组 成 ,其 功能 包括 :与 RNAPI 结合, 招募 TFI 
H; 调 节 TFIHC 的 解 链 酶 .ATP 酶 和 蛋白 质 激酶 活性 ;参与 启动 子 的 “熔化 ”。 

@TFIH 

TFIH 有 9 个 亚 基 ;同时 具有 解 链 酶 .ATP 酶 和 蛋白质 激 酶 的 活性 , 它 的 1 个 亚 基 
是 周期 蛋白 HCcyclin H) 。 其 功能 包括 :与 TFIE 紧密 相连 ,相互 结合 和 相互 调节 ;其 2 
个 最 大 的 亚 基 (XPB 和 XPD) 所 具有 的 解 链 酶 活性 促进 转录 过 程 中 DNA 模板 的 解 链 ;为 
第 一 个 磷酸 二 酯 键 的 形成 所 必需 ;激酶 的 活性 可 导致 RNAPT 的 CTD 发 生 磷 酸化 修饰 ， 
从 而 促进 启动 子 的 清空 。 ET》 有 研究 发 现 TF 1 日 

@ NELF.DSIF.P-TEFb 和 TFITS 人 

这 几 种 转录 因子 只 参与 转录 的 延伸 ,因此 属于 转录 延伸 因子 。NELF 是 一 种 负 作用 “Eee 
延伸 因子 (negative-acting elongation factor) ,由 ABC/D 和 正四 个 亚 基 组 成 ;DSIF 则 是 让 
DRB 敏感 性 诱导 因子 (DRB-sensitivity inducing complex) (DRB 为 5,6 -二 氯 -1-B-D- 
哮 喃 核糖 基 茉 并 咪唑 的 英文 缩写 ) ,由 Spt4 和 Spt5 两 个 亚 基 组 成 。NELF 和 DRB 通过 
结合 CTD, 共 同 诱导 转录 和 暂停 ;P-TEFb 是 由 周期 蛋白 工 和 CDK9 形成 的 蛋白 质 激酶， 
可 催化 RNAPI 最 大 亚 基 CTD 和 Spt5 的 磷酸 化 ,进而 解除 DSIF 和 NELF 诱导 造成 的 
转录 和 暂停 ;TFIS 由 约 300 个 氨基 酸 组 成 ,其 功能 相当 于 细菌 的 GreB 蛋白 。 与 细菌 一 
样 , 真 核 生 物 在 转录 延伸 过 程 中 ,RNAP[ 也 可 能 发 生 阻 请 。 阻 滞 的 解除 需要 TFIS 的 
帮助 。TFIS 含有 两 个 保守 的 结构 域 , 一 个 中 央 结 构 域 一 一 与 结合 RNAPI 所 必需 ,一 
个 具有 和 锌 指 模 体 的 C 端 结构 域 一 一 刺激 RNAPI 从 3 端 前 切 下 几 个 核 苷 酸 。X -射线 
衍射 研究 表明 ,其 锌 指 结构 上 突出 一 个 B 发 夹 结构 (B-hairpin) ,正好 与 聚合 酶 活性 中 心 互 
补 , 从 而 刺激 RNAPI 内 在 的 内 切 核酸 酶 活性 ,此 活性 不 仅 可 以 解除 转录 的 阻 滞 状 态 , 而 
上 且 也 可 能 被 用 来 切除 错误 参 人 的 核 苷 酸 , 因 此 可 用 来 转录 校对 。 

(3) 介 导 和 蛋白 

介 导 和 蛋白 (mediator) 是 在 纯化 RNAPI 时 得 到 的 与 CITD 结合 的 一 类 蛋白 质 复 合 物 ， 
约 由 25 一 36 种 甚至 更 多 的 蛋白 质 组 成 ,是 转录 预 起 始 复合 物 的 成 分 。 它 们 在 体外 能 够 
促进 基础 转录 5 一 10 倍 , 还 能 刺激 CTD 依赖 于 TFI HE 的 磷酸 化 反应 达 30 一 50 倍 。 

介 导 和 蛋白 可 以 与 激活 基因 转录 的 激活 蛋白 或 辅 激活 蛋白 相 作 用 ,充当 它们 作用 预 转 
录 起 始 复合 物 的 桥梁 ,使 它们 能 够 刺激 基础 转录 。 介 导 蛋 白 中 有 一 类 为 SRB 蛋白 ,它们 
直接 与 CTD 结合 ,可 校正 CTD 的 突变 。 

(4) 转录 的 起 始 

RNAPI[ 催 化 的 基因 转录 的 起 始 一 直 是 人 们 关注 的 重点 ,这 是 因为 它 可 受到 多 种 调 
节 机 制 的 调控 。 不 管 是 阻 遇 蛋白 (repressor) 还 是 激活 蛋白 (Cactivator) ,一 般 都 是 在 此 阶 
段 起 作用 。 转 录 的 起 始 是 各 转录 因子 和 RNAPI 按 照 一 定 的 次 序 ,通过 招募 的 方式 形成 
预 转录 起 始 复合 物 (prer-initiation complex,PIC) 的 过 程 。 转 录 因 子 和 RNAPT 与 启动 子 
结合 的 次 序 可 能 是 :TFID->TFIA->TFIB->(TFIEF 二 RNAPIJ)->TFIE->TFIH 
(图 7-32)。 需 要 特别 注意 的 是 ,RNAPI 在 转录 起 始 被 招募 到 启动 子 的 时 候 , 其 最 大 亚 
基 的 CTD 处 在 低 磷 酸化 或 脱 磷 酸化 状态 。 


275 


276 


食 7-32 RNAPI 催 化 的 基因 转录 预 起 始 复合 物 的 形成 


以 含有 TATA 盒 和 Tar 的 启动 子 为 例 ,PIC 形成 的 基本 过 程 为 :先是 TFID 中 的 
TBP 识别 并 结合 TATA 盒 ;随后 是 TFIA 和 TFIB 结 合 上 来 ;然后 是 TFIEF/VRNAPH 
与 介 导 和 蛋白 结合 ;最 后 是 TFIE 和 TFIH 结 合 ,形成 完整 的 PIC。TBP 结合 引起 的 
DNA 弯曲 使 得 DNA 绕 在 RNAPI 上 。 这 可 能 是 缺乏 TATA 盒 的 基因 以 及 由 RNAPIT 
和 RNAP 开 催化 转录 的 基因 也 需要 TBP 的 原因 。 在 这 种 封闭 的 复合 物 中 ,位 于 TATA 
盒 下 游 的 转录 起 点 正好 落 在 RNAPI 活性 中 心 裂 颖 的 上 方 (图 7- 33): 


随 着 新 生 RNA 链 的 延伸 ,PIC 会 经 历 一 系列 的 构象 变化 ,其 间 也 进行 无 效 的 转录 循 
环 。PBIC 所 发 生 的 最 重要 的 变化 是 其 中 的 DNA 模板 从 封闭 的 双 链 状态 ,转变 成 局 部 解 
链 的 开放 状态 。BRE 的 上 游 和 TATA 盒 的 下 游 至 少 部 分 决定 了 转录 的 方向 性 。PIC 从 
封闭 状态 进入 开放 状态 ,确保 了 双 链 的 解 链 ,以 及 让 解 开 的 模板 链 从 一 开始 在 RNAPIT 
活性 中 心 上 方向 下 直 降 了 3 am, 进入 活性 中 心 裂 颖 的 底部 。 与 RNAPT .RNAPH[ . 古 菌 
RNAP 和 细菌 RNAP 不 同 的 是 ,RNAPI 催 化 的 基因 转录 起 始 阶段 的 启动 子 解 链 ,需要 
TFITH 具有 的 ATP 依赖 性 解 链 酶 活性 。TEFI H 不 仅 具 有 解 链 酶 活性 ,还 具有 和 蛋白质 
激酶 活性 。 一 旦 TFIH 的 激酶 活性 催化 了 RNAPI 最 大 亚 基 CTD 的 Ser5 磷酸 化 ,局 
动 子 清空 即 可 发 生 。 这 时 CTD 与 TBP“ 脱 钩 ”, 介 导 和 蛋白 也 与 CTD 解 离 ,RNAPT 离开 
启动 子 , 转 录 由 此 走向 延伸 。 但 TFIETFIHSTFIAJTFITD 和 介 导 蛋白 仍然 结合 在 
启动 子 上 。 


Box7-2 细胞 的 记忆 机 制 


转录 因子 作为 一 类 序列 特异 性 DNA 结合 蛋白 ,是 维持 一 种 细胞 个 性 特征 所 必需 
的 。 正 是 它们 的 作用 ,确保 了 子 代 细 胞 能 够 行使 与 亲 代 细胞 相同 的 功能 ,例如 肌肉 细 
胞 能 够 收缩 ,胰岛 的 B 细胞 能 够 制造 和 分 小 胰岛 素 。 然 而 ,每 一 次 细胞 分 裂 , 原 来 的 转 
录 因 子 结合 DNA 的 特定 样式 都 会 被 抹 掉 。 但 一 旦 分 裂 结束 , 被 抹 掉 的 转录 因子 与 
DNA 结合 的 样式 又 完全 恢复 。 细 胞 的 这 种 记忆 机 制 一 直 吸 引 着 人 们 的 关注 ,但 直到 
2013 年 8 月 ,一 篇 由 荷兰 赫 尔 首 基 大 学 Jussi Taipale 发 表 在 ,Cel/ 上 题 为 
“Transcription Factor Binding in HumanCells Occurs in Dense Clusters Formed around 
Cohbesin Anchor Sites” 的 论文 让 我 们 对 此 有 所 了 解 。 


转录 因子 和 组 蛋 
白 灾 复 处 清 除 黏 连 蛋白 重新 


竹 连 蛋白 维持 浓缩 的 染色 质 
上 转录 因子 可 接触 到 的 区 域 


| () 荐 连 重 白 

| 。 转 录 因 子 

| 人 转录 因子 重新 结合 在 
6 组 蛋白 | 解 浓缩 的 染色 质 上 


售 7-34 粘连 蛋白 的 作用 机 制 


众所周知 ; 缅 胞 的 各 项 雪 能 主要 是 由 蛋白 质 完 成 的 ; 但 一 种 蛋白 质 的 基因 表达 受 
到 特定 的 碱 基 序列 以 及 跟 碱 基 序 列 特异 性 结合 的 转录 因子 控制 的 :不 同类 型 的 细胞 
含有 的 转录 因子 不 尽 相 同 , 有 时 二 种 细胞 仅仅 通过 改变 二 种 和 几 种 转录 因子 的 表达 而 
变 成 另 一 种 细胞 ， 因 此 ;对 于 一 种 特定 的 细胞 来 说 ,维持 凑 基 因 组 DNA 上 独特 的 转录 
因子 结合 样式 十 分 重要 的 

然而 ,在 细胞 分 裂 期 间 , 原 来 结合 在 DNA 上 的 转录 因子 都 离开 了 DNA。 而 一 旦 
分 裂 妆 束 ; 它 们 必须 回 到 原来 的 地 方 。 一 个 细 胸 有 很 多 DNA 序 列 , 很 难 想象 ,一 种 转 
录 因 子 自 己 还 能 在 一 定 的 时 间 内 找到 回归 之 路 。Jussi Taipale 的 这 箱 论 文 似乎 为 细胞 
如 何 记 住 分 裂 之 前 的 状态 而 证 转录 因子 回 到 原来 的 位 置 提 供 了 一 种 可 能 的 解释 。 

委 据 这 乱 论 文 , 在 他 们 得 到 一 个 细胞 的 完整 的 转录 因子 图 谱 以 后 ,发 现 原来 一 类 
叫 粘 连 蛋 自 (cofiesin) 的 大 型 复合 物 ;形成 环 状 结构 ,在 细胞 分 裂 的 时 候 , 环 绕 在 DNA 
两 条 链 上 ,将 DNA 分 子 上 所 有 结合 转录 因子 的 部 位 打上 上 标记。 催化 DNA 复制 的 蛋 
白质 复合 物 在 众 攻 DNA 复制 的 时 候 ,并 没有 将 其 取代 ,而 是 可 以 直接 通过 。 由 于 复制 
产生 的 DNA 两 条 链 陷 在 环 里 ,只 需要 一 个 粘连 蛋白 分 子 就 可 以 标记 出 两 条 链 。 了 既然 
转录 因子 作用 的 异常 与 许多 疾病 的 发 生 有 关 , 包 括 一 些 癌症 和 遗传 性 疾病 ,而 几乎 所 
有 调节 基因 表达 的 序列 结合 有 粘连 蛋白 ,因此 这 对 相关 癌症 和 遗传 疾病 的 发 生 有 直接 
的 影响 ,在 连 蛋 白 也 就 可 作为 转录 因子 结合 位 起 序列 发 生 突 亦 的 指示 剂 。 

目前 ,他 们 分 析 了 那些 直接 位 于 基因 内 的 序列 ,这 些 基因 约 占 整个 基因 组 的 3%。 
然而 ,多 数 导致 癌症 的 突变 位 于 基因 的 外 边 。 
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(5) 转录 的 延伸 

RNAPI 位 于 最 大 亚 基 的 CTD 在 转录 延伸 开始 的 时 候 ,Ser2 发 生 磷 酸化 修饰 ,这 由 
延伸 因子 P- TEFb 催化 。 此 外 ,Ser7 也 可 以 发 生 磷酸 化 修饰 ,但 这 个 位 点 的 修饰 是 用 来 
控制 snRNA 的 基因 表达 的 。 如 果 没 有 了 P- TEFb,Ser5 磷酸 化 修饰 的 RNAP 开 复合 物 会 
堆积 在 转录 起 点 下 游 20 nt 一 40 nt 的 位 置 ,这 部 分 是 因为 NELF 和 DSIF 复合 物 的 作用 。 
解除 RNAPI 的 暂停 需要 P- TEFb, 其 间 伴 随 mRNA 的 加 帽 和 NELF 的 释放 。P- 
TEFb 是 大 多 数 基因 转录 所 必需 的 ,如 热 休 克基 因 和 细胞 原 瘤 基因 c- Myc, 虽 然 P- 
TEFb 会 随 着 延伸 复合 物 同 行 ,但 一 旦 延伸 复合 物 从 暂停 状态 解除 , 它 的 CTD 激酶 活性 
就 不 再 需要 了 。 

延伸 阶段 的 酶 会 在 三 种 不 同 的 构象 状态 之 间 摆 动 : 移 位 前 (prertranslocation)、 移 位 
后 (postrtranslocation) 和 后 退 (Cbacktracked) 状 态 。 在 移 位 前 状态 ,一 个 新 的 核 苷 酸 已 参 
入 到 RNA 链 上 ,但 没有 结构 的 变化 ;在 移 位 后 状态 ,RNAP 已 向 前 沿 着 模板 链 前 进 了 1 
个 核 苷 酸 ,活性 中 心 已 为 下 一 个 核 苷 酸 的 进入 做 好 了 准备 ;在 后 退 状 态 ,RNAP 向 后 移 
动 , 致 使 刚刚 添加 在 3 -端的 核 音 酸 从 活性 中 心 伸 出 来 。RNAP 向 前 移动 受 NTP 结合 的 
驱动 ,因为 NTP 结合 稳 住 了 移 位 后 状态 。 

在 移 位 的 过 程 中 ,为 了 完成 一 轮 核 昔 酸 的 参 入 ,RNAPT 必须 破坏 掉 RNA- DNA 杂 
交 双 链 上 游 一 端的 1 个 碱 基 对 。 在 移 位 后 的 转录 复合 物 上 ,位 于 活性 中 心 的 前 6 个 杂交 
的 碱 基 对 具有 正常 的 几何 形状 和 合适 的 氢 键 ,但 第 七 个 以 及 后 面 的 碱 基 对 不 再 共 平 面 ， 
并 逐步 张 开 。 三 个 蛋白 质 环 参 与 其 中 : 舵 Crudder) 接 触 DNA, 盖子 (lid) 接 触 RNA, 以 保 
持 链 的 分 开 , 盖 子 上 的 一 个 Phe 残 基 的 侧 链 基 团 充当 两 条 链 之 间 的 枫 子 ,又 环 (fork 
loop) 上 的 一 个 Lys 残 基 接 触 DNA 和 RNA 的 磷酸 核糖 主 链 , 有 利于 稳定 第 六 对 碱 基 对 ， 
防止 杂交 双 螺 旋 解 链 扩 散 到 活性 中 心 。 

RNAP 在 活性 中 心 具有 一 个 十 分 重要 的 标志 性 触发 环 (the trigger loop) 结 构 , 此 结 
构 高 度 保守 ,存在 于 所 有 的 多 亚 基 RNAP 分 子 之 中 。 它 的 重要 性 主要 表现 在 对 转录 的 
忠实 性 ,这 可 通过 缺失 突变 得 以 证 明 : 带 有 正常 触发 环 的 野生 型 RNAP 工 催化 的 转录 错 
误 率 在 10“ 数 量 级 , 若 将 水 生 嗜 热 菌 RNAP 的 触发 环 缺失 ,可 导致 错误 率 上 升 6X10' 
倍 ,这 说 明 它 对 转录 忠实 性 的 贡献 约 为 10 上 。 触 发 环 的 重要 性 还 可 以 通过 u - 忽 膏 曹 碱 
的 作用 得 到 验证 ,这 种 毒素 可 紧密 结合 在 RNAP[ 触发 环 的 下 面 , 限 制 它 的 移动 ,从 而 阻 
止 酶 采取 碱 基 识 别 和 催化 所 需要 的 闭合 的 构象 状态 。 相 反 , 有 利于 触发 环 处 于 闭合 状态 
的 突变 可 以 让 RNAP 处 于 超 活性 的 状态 。 

触发 环 对 转录 忠实 性 的 贡献 是 因为 它 在 RNAP 的 活性 中 心 可 与 进来 的 NTP 发 生 
作用 。 在 没有 NTP 时 ,触发 环 距 离 活 性 中 心 约 3 nm, 这 时 酶 处 于 开放 的 构象 状态 ;而 一 
且 有 与 模板 链 上 正确 配对 的 核 背 酸 进入 ,触发 环 即 靠近 活性 中 心 , 这 时 酶 处 于 闭合 的 构 
象 状态 。 显 然 ,触发 环 就 像 一 个 可 移动 的 元 件 能 在 活性 中 心 的 一 个 核 苷 酸 下 面 摆动 ,此 
时 和 触发 环 上 的 His1085 残 基 位 置 恰到好处 ,可 作为 广义 酸 催化 剂 将 质子 交 给 NTP 的 8B- 
磷酸 基 团 ,催化 磷酸 二 酯 键 的 形成 。 触 发 环 对 NTP 的 选择 主要 是 根据 几何 形状 。 虽 然 
触发 环 与 NTP 上 的 碱 基 有 接触 ,但 接触 的 目的 是 让 进入 的 NTP 相对 于 催化 的 His 残 基 
能 排列 好 。 如 果 一 个 正确 的 RNA-DNA 杂交 碱 基 对 形成 ,排列 的 就 精准 无 误 , 催 化 即 会 
发 生 。 

触发 环 在 活性 中 心 对 RNAP 区 分 dNTP 和 NTP 也 很 重要 ,这 样 才 可 以 有 效 防 止 脱 
氧 核 苷 酸 在 转录 的 时 候 错误 参 人 到 RNA 分 子 之 中 ! 但 触发 环 与 单个 产 基 的 相互 作用 并 
不 能 将 特异 性 提高 多 个 数量 级 ,但 一 个 DNA- DNA 碱 基 对 比 一 个 RNA- DNA 碱 基 对 ， 
拥有 更 小 的 直径 ( 约 小 0. 2 nm) ,这 将 导致 前 者 与 触发 环 上 的 His 残 基 排列 错误 ,因此 就 
少 了 His 的 催化 。 

在 延伸 过 程 中 , 若 RNAPI 发生 了 阻 滞 , 则 阻 滞 的 解除 需要 TFITS 的 作用 :首先 ,TF 


[LS 与 RNAPI[ 结 合 。 在 结合 的 时 候 ,TFIS 刚 好 将 其 C 端 含 有 和 锌 指 模 体 的 结构 域 , 通 
过 NTP 进 入 的 小 孔 插 和 人 到 酶 的 活性 中 心 , 从 而 刺激 RNAPI[ 从 转录 物 的 3- 端 剪 切 下 几 
个 核 苷 酸 。 在 这 个 镑 指 模 体 结构 域 的 顶端 有 两 个 羧基 ,由 DE 提供 。 这 两 个 羧基 与 活性 
中 心 第 二 个 Mg (MgB) 的 结合 ,对 稳定 水 解 过 程 中 形成 的 磺 五 价 过 渡 态 十 分 重要 。 随 
后 ,TFIS 与 RNAP[ 解 离 ,被 切 下 的 短 RNA 产 物 与 MgB 则 通过 NTP 进入 位 点 离开 
RNAP 的 活性 中 心 ,而 新 产生 的 RNAMg 3 - 端 刚好 位 于 酶 的 活性 中 心 ,适合 下 一 轮 的 磷 
酸 二 酯 键 的 形成 。 序 列 比 对 发 现 , 在 真 核 生物 的 三 种 转录 系统 中 ,对 转录 物 剪 切 至 关 重 
要 的 羧基 氨基 酸 是 高 度 保守 的 :RNAP 工 是 Al2 中 的 DE,RNAP[ 是 RPB9 中 的 DT， 
RNAP 甘 是 Cl1 中 的 DE。 尽 管 这 三 种 RNAP 的 活性 中 心 几 乎 是 相同 的 ,但 RNAP 焉 在 
中 性 pH 下 就 可 以 在 没有 外 来 因子 协助 下 完成 转录 物 的 切割 ,不 过 需要 C11 亚 基 ,而 
RNAPI 不仅 依赖 RPB9 ,还 依赖 TFTS。 将 RPB9 的 C 端 结构 域 与 Cl11 相应 的 部 分 互 
换 , 可 以 让 RNAPI[ 像 RNAP 焉 一 样 ,不 需要 TFIS 也 能 进行 切割 。 


-30 +1 30 
万 2 
一 一 二 和 DNA 
二 
| TBP 或 TFID+TFIA 
0 ~ |]TFIB 


TFIEF-RNAPI  IA=<=-- 


上 
上 
上 
上 
上 
1 
1 
1 
1 
上 
| 
上 
1 
1 
1 
上 


ATP | DNA 解 链 
PIC( 开 放 ) 
NTPs| 起 动 CTD 去 磷酸 化 
E | crp 本 酸化 RNA 
SR >`TEIB 2 
sw 时 启动 子 清空 
TTEITH 一 二 十 人 转录 终止 


1 
1 
开 
1 
1 
了 
1 
上 
1 
下 
1 
上 
T 
上 
1 
1 
1 
1 CTD 用 
| plc( 封 闭 ) TFIF-RNAPI 开 A 
| 
1 
上 
1 
上 
1 
1 
1 
上 
了 
上 
1 
1 
上 
L 
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侠 7-35 RNAPI 催 化 的 基因 转录 的 全 过 程 


在 转录 过 程 中 ,RNAPI 若 遇 到 了 DNA 损伤 ,转录 偶 联 修复 系统 即 被 激活 ,这 时 细 
胞 会 集中 精力 对 损伤 进行 修复 ,不 过 在 修复 的 过 程 中 ,原来 的 转录 延伸 复合 物 便 解体 了 。 

(6) 转录 的 终止 

RNAPI 催化 的 基因 转录 的 终止 并 非 发 生 在 什么 保守 的 位 置 ,转录 终点 与 最 后 成 熟 
的 RNA3“- 端 的 距离 也 不 固定 。 在 哺乳 动物 体内 ,转录 终点 可 能 在 最 后 成 熟 的 RNA3 - 
端 下 游 几 个 到 几 千 个 碱 基 的 任何 位 置 。 对 于 有 多 聚 A 尾巴 的 转录 物 来 说 ,转录 的 终止 与 
其 mRNA 前 体 在 3- 端 的 后 加 工 是 紧密 相关 的 。 一 个 完整 的 加 尾 信号 AAUAAA 是 含 
有 多 聚 A 尾 巴 的 蛋白 质 基因 的 转录 终止 所 必需 的 。 对 于 这 些 mRNA 来 说 ,加 尾 信和 号 可 
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将 一 系列 参与 后 加 工 的 各 种 蛋白 质 因子 招募 到 它们 靠近 3 -端的 位 置 , 其 中 包括 参与 前 
切 的 内 切 酶 。 当 内 切 酶 切 开 新 生 的 mRNA 的 前 体 ,被 切 开 的 转录 物 成 为 外 切 酶 Ratl/ 
Xrn2 的 底 物 。 于 是 ,Ranl/Xrn2 从 还 与 RNAP[ 结合 的 那 一 部 分 的 5/- 端 开始 边 切 边 赶 
RNAPI ,最 终 赶 上 并 与 它 发 生 碰 撞 , 在 解 链 酶 Senl 的 协助 下 ,将 RNAPI 从 模板 链 上 释 
放出 来 。 对 于 没有 多 聚 A 尾巴 的 RNAP 的 转录 物 来 说 ,转录 终止 主要 依赖 于 带 有 
DNA/VRNA 解 链 酶 活性 的 蛋白 质 因子 ,它们 可 能 使 用 类 似 于 细菌 Rho 因子 依赖 性 的 终 
止 机 制 。 

在 一 轮转 录 结 束 以 后 , 受 TFIE 的 刺激 ,一 种 蛋白 质 磷 酸 酶 将 刚刚 结束 转录 反应 的 
RNAPI 在 CTD 上 的 磷酸 基 团 水 解 掉 。 此 后 ,恢复 脱 磷酸 状态 的 RNAP[VTFIE 复合 
物 可 与 介 导 和 蛋白 再 形成 复合 物 ,从 而 重新 启动 下 一 轮 的 转录 循环 (图 7-35)。 


六 \ 真 核 生 物 细胞 器 DNA 的 转录 


真 核 生物 含有 两 个 半 自 主 的 细胞 器 ,对 光合 有 机 体 来 说 , 既 有 线粒体 ,还 有 叶绿体 ， 
而 其 他 真 核 生 物 只 有 线粒体 。 根 据 内 共生 学 说 ,这 两 种 细胞 器 都 来 源 于 古代 的 细菌 ,其 
中 线粒体 来 自古 代 的 好 氧 细 菌 ,叶绿体 来 自古 代 的 光合 细菌 ,因此 它们 都 有 自己 的 
DNA。 这 两 种 细胞 器 的 DNA 都 可 以 进行 复制 .转录 和 翻译 。 就 转录 而 言 ,它们 除了 拥 
有 转录 的 一 般 特征 以 外 ,还 有 一 些 与 细菌 共同 的 特征 ,当然 还 具有 一 些 特 有 的 性 质 。 

(一 ) 线粒体 DNA 的 转录 

mDNA 上 所 有 基因 的 转录 均 由 线粒体 内 独一无二 的 单 亚 基 RNAP 一 一 POLRMT 众 
化 。 在 序列 上 ,POLRMT 与 T3 和 T7 等 噬菌体 编码 的 RNAP 具有 高 度 的 同 源 性 ,但 
POLRMT 与 它们 在 功能 上 有 一 个 重要 差别 ?就 是 它 无 法 自己 在 双 链 DNA 上 启动 特异 性 
的 基因 转录 ,需要 两 种 转录 因子 , 即 线粒体 转录 因子 ACmitochondrial transcription factor 
A,TFAM) 和 线粒体 转录 因子 B2 (mitochondrial transcription factor B2, TFB2M ) 。 
POLRMT ITFAM 和 TFB2M 都 是 核 基因 组 编码 的 ,共同 维持 mDNA 的 基础 转录 ,但 详 
细作 用 过 程 还 不 十 分 清楚 。TFB2M 主要 通过 诱导 启动 子 的 解 链 、 促 进 开 放 转 录 复 合 物 
的 形成 。mtDNA 转录 还 需要 线粒体 转录 延伸 因子 (mitochondrial transcription 
elongation factor,TEFM) 来 促进 POLRMT 的 进行 性 ,否则 难于 转录 出 全 长 的 转录 物 。 

mtDNA 通常 有 3 个 启动 子 :1 个 工 链 启 动 子 (L-strand promoter,LSP) ,2 个 H 链 启 
动 子 (H-strand promoter,HSP) HSP1 和 HSP2。 由 它们 启动 转录 产生 的 都 是 多 顺 反 子 
RNA, 需 经 过 后 加 工 才能 得 到 单个 成 熟 的 RNA。POLERMT 的 转录 产物 还 包括 mDNA 
复制 需要 的 RNA 引物 ,因此 ,mDNA 复制 与 转录 是 偶 联 的 ; 

(二 ) 叶绿体 DNA 的 转录 于 = 

植物 叶绿体 内 有 两 种 完全 不 同 的 RNAP: 一 种 为 核 基 因 编 码 的 单 亚 基 RNAP, 其 结 
构 和 功能 类 似 于 POLRMT; 另 外 一 种 则 是 多 亚 基 RNAP, 其 亚 基 组 成 性质、 结构 和 功能 
与 细菌 的 RNAP 非常 相似 ,分 为 核心 酶 和 因子 。 其 中 ,核心 酶 有 四 个 亚 基 ,都 由 叶绿体 
基因 组 编码 ,但 c 因子 却 由 核 基因 编码 。 多 亚 基 RNAP 有 两 个 亚 基 完全 可 以 代替 大 肠 杆 
菌 的 B 和 有 亚 基 起 作用 ,而 且 也 可 以 受到 利 福 霉 素 的 抑制 。 此 外 ,由 它 的 e 因子 识别 的 
启动 子 也 与 细菌 相似 。 

多 数 基因 同时 含有 两 种 RNAP 识别 的 启动 子 , 一 些 管家 基因 只 有 单 亚 基 RNAP 识 
别 的 启动 子 , 还 有 一 些 与 光合 作用 有 关 的 基因 只 含有 多 亚 基 RNAP 识别 的 启动 子 。 有 
趣 的 是 ,编码 多 亚 基 RNAP 核心 酶 四 个 亚 基 的 基因 由 单 亚 基 RNAP 转录 。 这 意味 着 单 
亚 基 RNAP 的 活性 可 以 影响 到 多 亚 基 RNAP 的 水 平 。 事 实 上 ,这 两 种 RNAP 的 水 平 此 
消 披 长 :在 叶子 发 育 的 早期 , 单 亚 基 RNAP 的 转录 活性 较 强 ,但 在 叶绿体 成 熟 期 间 ,多 亚 
基 RNAP 的 转录 活性 则 明显 提高 。 


七 \ 古 菌 DNA 的 转录 


在 基因 的 组 织 和 表达 调控 方面 , 古 菌 与 细菌 接近 。 然 而 ,在 转录 这 个 机 器 的 结构 和 
功能 上 , 古 菌 与 真 核 生 物 核 基因 转录 (特别 是 由 RNAPI 催化 的 ) 核 心 部 分 惊人 的 相似 ! 
无 论 是 从 DNA 的 模板 状态 .催化 或 参与 转录 的 RNAP 和 转录 因子 的 结构 和 人 性质, 还 是 
启动 子 的 结构 以 及 转录 的 基本 过 程 ,都 与 真 核 生 物 极 为 相似 。 可 以 毫 不 夸张 地 说 , 古 戎 
似乎 拥有 简 版 的 真 核 生物 的 核 基 因 转 录 系 统 。 

从 转录 模板 的 状态 上 来 看 , 古 菌 转录 的 模板 也 是 以 核 小 体 的 形式 存在 的 ,只 不 过 要 
比 真 核 生 物 简单 一 些 , 但 核 小 体 结构 对 总 的 转录 多 少 会 有 抑制 的 效果 ,因为 它 阻止 了 转 
录 因 子 识别 启动 子 以 及 对 转录 延伸 构成 了 一 种 物理 障碍 ,因此 需要 某 种 修饰 系统 来 调节 
模板 的 可 得 性 。 

从 催化 转录 的 RNAP 来 看 , 古 菌 虽然 与 细菌 一 样 ,只 有 一 种 ,但 在 结构 和 功能 上 表 
现 出 与 真 核 生 物 RNAP( 特 别 是 RNAPI ) 的 高 度 同 源 性 ,无 论 是 四 级 结构 层次 的 组 织 ， 
还 是 各 自 同 源 亚 基 的 一 级 结构 ;或 者 活性 中 心 的 精细 结构 都 是 神似 ! 古 菌 RNAP 共有 
I1 一 12 个 亚 基 , 而 不 像 细菌 只 有 5 个 亚 基 , 但 古 菌 的 RNAP 最 大 的 亚 基 在 C 端 没 有 七 肽 
重复 序列 构成 的 CTD。 利 福 霉 素 抑制 细菌 的 RNAP, 但 不 抑制 古 菌 和 真 核 生 物 的 
RNAP。 与 真 核 生 物 的 一 样 , 古 菌 的 RNAP 也 不 能 直接 识别 启动 子 , 只 有 在 特殊 的 起 始 
转录 因子 的 帮助 下 才能 识别 和 结合 启动 子 。 

从 参与 转录 的 转录 因子 来 看 , 古 菌 需要 的 转录 因子 有 TBP、TFB、TFE、TFS 和 Spt4/ 
5, 分 别 对 应 于 真 核 生 物 的 TBP.TFIBTFIEJ、TFIS 和 Spt4/5,. 其 中 TBP.TFB/TFI 
BTEFE/TFTE 为 起 始 转录 因子 ,TFS 人 TFTS 和 Spt4/5 为 延伸 转录 因子 。 这 些 转录 因 
子 在 结构 .性 质 和 功能 上 两 两 相似 ,具有 高 度 的 同 源 性 。 例 如 ,在 古 菌 体外 转录 系统 中 ， 
真 核 生 物 的 TBP 完全 可 以 取代 十 菌 的 TBP 来 使 用 。 不 过 古 菌 需要 的 转录 因子 数目 要 
少 ! 例如 , 古 菌 缺 乏 任何 与 真 核 生物 TBP 相关 因子 的 同 源 和 蛋白。 

从 启动 子 的 结构 上 来 看 , 古 菌 类 似 于 真 核 生 物 由 RNAPT 所 负责 转录 的 基因 ,一般 
由 三 个 部 分 组 成 :一 是 位 于 转录 起 点 上 游 的 TATA 盒 , 它 由 TBP 识别 ;二 是 位 于 TATA 
盒 上 游 的 BRE, 它 由 TEFB 识 别 ; 三 是 位 于 转录 起 点 的 Tnr。 

从 转录 起 始 过 程 来 看 , 古 菌 与 真 
核 生 物 也 很 相似 。 古 菌 转录 起 始 阶段 4 7 
的 反应 是 (图 7-36): 首 先是 TBP 结 TBP 和 TFB 与 
合 TATA 盒 ,然后 是 TFB 结合 BRE， | 启动 子 的 结合 。 ， 下 
随后 RNAP 被 招募 到 启动 子 上 ,启动 生生 竟 扫 
基因 的 转录 。 古 菌 TBP 与 TATA 盒 
的 结合 可 立刻 诱导 启动 子 发 生 约 90” 
的 弯曲 ,从 而 导致 TFB 和 RNAP 的 招 
募 , 先 形成 DNA- TBP- TFB- RNAP 
封闭 复合 物 , 后 变 成 开放 的 复合 物 。 
DNA 的 解 链 伴随 着 RNAP 构象 的 剧 
烈 变化 。 在 其 间 , RNAP 的 钳子 将 
DNA 结合 通道 闭合 ,于 是 TFB 和 
RNAP 之 间 的 相互 作用 被 重 塑 。TFB 
将 它 的 一 个 弹性 连接 区 “ 献 给 ”RNAP 
的 活性 中 心 , 而 有 助 于 稳定 模板 链 在 
开放 的 复合 物 内 处 于 易 被 催化 的 构 
象 。 古 菌 的 封闭 复合 物 变 成 开发 的 复 食 7-36 古 菌 基因 转录 的 起 始 


一 了 及 
四 
| RNA 聚 合 酶 被 RD 
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合 物 是 自发 的 ,但 受到 另 一 个 起 始 因子 TFE( 与 真 核 生物 的 TFIE 的 w 亚 基 同 源 ) 的 促 
进 。TFE 与 RNAP 的 结合 以 别 构 调 节 的 方式 改变 RNAP 钳子 的 位 置 ,促进 DNA 的 解 
链 。 这 不 同 于 真 核 生物 的 RNAPI (需要 TFTH 和 消耗 ATP) ,但 相似 于 RNAPI 和 
RNAP 焉 。 在 形成 开放 的 转录 复合 物 以 后 ,也 进行 无 效 的 转录 循环 。 

最 后 从 转录 延伸 过 程 来 看 , 古 菌 转录 延伸 复合 物 的 结构 与 真 核 生物 十 分 相似 。 古 区 
的 延伸 因子 Spt4/5 复合 物 很 容易 与 古 菌 的 RNAP 结合 ,但 它 的 作用 是 刺激 转录 的 进行 
性 ,这 与 真 核 生物 有 所 不 同 。 其 中 的 机 理 在 于 ,Spt4/5 复合 物 结合 在 RNAP 钳子 结构 着 
曲 螺旋 的 尖端 ,这 种 蛋白 质 的 大 部 分 横 跨 在 DNA 结合 通道 的 上 方 , 将 DNA 模板 锁 在 
RNAP 上 ,防止 RNAP-DNA-RNA 延伸 复合 物 的 解 离 , 从 而 提高 转录 的 进行 性 。 十 菌 
的 起 始 因子 TFE 和 Spt5 与 RNAP 的 结合 位 点 有 重大 , 都 涉及 它 的 钳子 结构 ,因此 
RNAP 无 法 同时 与 它们 结合 。 这 种 竞争 性 结合 的 性 质 就 保证 了 TFE 只 结合 在 转录 起 始 
复合 物 上 ,而 Spt5 只 结合 在 延伸 复合 物 上 , 这 对 于 转录 从 起 始 过 渡 到 延伸 是 非常 重要 
的 。 此 外 , 古 菌 的 TFS 和 真 核 生物 的 TFIS 是 高 度 同 源 的 ,所 起 的 作用 也 一 样 , 就 是 可 
以 激活 RNAP 内 在 的 核酸 酶 活性 ,从 而 有 助 于 解除 转录 延伸 复合 物 的 暂停 . 阻 滞 或 倒 
退 , 同 时 还 有 校对 转录 错误 的 功能 。 

关于 古 菌 的 转录 终止 机 制 还 知道 的 不 多 ,有 些 古 菌 可 能 使 用 类 似 于 细菌 的 不 依赖 于 
p 因子 的 终止 机 制 , 还 没有 发 现任 何 与 细菌 的 e 因子 相似 的 终止 蛋白 。 


.第 二 节 _RNA 复制 


RNA 复制 是 以 RNA 为 模板 合成 RNA 的 过 程 , 它 主要 发 生 在 许多 RNA 病毒 的 生 
活 史 之 中 ,由 RNA 依赖 性 RNA 聚合 酶 (RNA - dependent RNA polymerase,RdRP) 众 
化 。RdRP 又 名 为 RNA 复制 酶 (replicase) ,一 般 由 病毒 基因 组 编码 ,但 有 可 能 还 需要 宿 
主 细 胞 编码 的 辅助 蛋白 。 例 如 ,大 肠 杆 菌 'Q8 叭 菌 体 的 复制 酶 由 4 个 亚 基 组 成 ,然而 只 有 
1 个 亚 基 由 自身 基因 组 编码 ,其 他 3 个 亚 基 分 别 是 宿主 细胞 的 S1l 核糖 体 蛋 白 、 翻 译 延伸 
因子 EFE-Tu 和 EF-Ts。 所 有 的 RdRP 都 具有 保守 的 结构 模 体 ,它们 不 仅 彼此 相似 , 而 
且 与 DNAP.RNAP 和 逆转 录 酶 也 有 相似 的 结构 , 即 类 似 右 手 的 结构 手掌 .拇指 和 手 
指 ,特别 是 手掌 结构 域 高 度 保守 。 

在 自然 的 感染 过 程 中 ,病毒 的 RdRP 与 病毒 或 宿主 细胞 的 其 他 蛋白 质 因 子 一 起 , 参 
与 RNA 模板 的 选择 .RNA 合成 的 起 始 和 延伸 ,以 及 区 分 基因 组 RNA 的 复制 和 转录 ,还 
有 对 RNA 产物 的 修饰 ,如 5 =- 端 加 帽 和 3 - 端 加 尾 等 ,同时 还 要 防止 病毒 RNA 的 降解 和 
不 合适 地 作为 翻译 的 模板 。 

RNA 复制 具有 以 下 特征 : 

(1) 与 DNA 复制 .转录 和 逆转 录 一 样 ,RNA 复制 的 方向 始终 为 5 一 3 。 

(2) RdRP 一 般 在 模板 的 一 端 从 头 启动 合成 ,原料 是 NTP, 也 需要 Mg ,少数 需要 
引物 ,引物 为 与 基因 组 相连 的 病毒 蛋白 质 。 

(3) 属于 易 错 .高 突变 的 RNA 合成 。 这 主要 是 因为 RdRP 缺乏 核酸 酶 提供 的 校对 
能 力 ,其 错误 率 比 DNAP 高 约 10' 倍 。 如 此 高 的 错误 率 导 致 RNA 病毒 很 容易 发 生 突变 ， 
其 进化 速率 比 DNA 病毒 快 达 10' 倍 ! 此 外 ,RNA 复制 还 可 能 伴随 着 共 价 重 排 : 缺 失 、 倍 
增 和 重组 。 

RNA 复制 的 易 错 性 一 方面 既 限 制 了 基因 组 大 小 ( 绝 大 多 数 RNA 病毒 基因 组 大 小 在 
5 kb 一 15 kb, 少 数 大 于 30 kb) ,因为 基因 组 越 大 ,复制 出 错 的 机 会 越 大 , 另 一 方面 使 得 治 
疗 RNA 病毒 的 药物 和 疫苗 很 容易 失效 。 

(4) 对 放 线 菌 素 D 作用 一 般 不 敏感 ,但 对 核糖 核酸 酶 敏感 。 

《5) 复制 绝 大 多 数 发 生 在 宿主 细胞 的 细胞 质 基 质 ,少数 在 细胞 核 。 
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由 于 基因 组 RNA 有 单 链 和 双 链 之 分 ,而 单 链 RNA 又 有 正 链 和 负 链 两 种 (图 7 - 38)， 
所 以 具体 的 RNA 病毒 在 各 自 基因 组 RNA 复制 的 细节 上 会 有 所 不 同 。 


| __ + 链 RNA 病 毒 | | - 链 RNA 病 毒 | 


基因 组 册 
一 ~ 个 | 机 二 转录 
2 有 
翻译 | 
@ 
字 
二 司 
mRNA 或 子 代 基因 组 时代 各 国 级 


全 7-38 正 链 RNA 和 负 链 RNA 基因 组 的 复制 


一 \ 双 链 RNA 病毒 的 RNA 复制 
双 链 RNA 病毒 在 感染 宿主 细胞 之 后 ,其 基因 组 RNA 不 能 用 作 mRNA, 因 此 在 前 一 
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轮 新 病毒 包装 时 就 将 RdRP 包装 到 病毒 颗粒 之 中 ,以 便 在 病毒 进入 宿主 细胞 之 后 能 够 通 
过 转录 合成 mRNA。 

目前 对 于 这 一 类 病毒 的 基因 组 复制 的 机 理 知 道 的 并 不 多 ,研究 较 多 的 是 轮 状 病毒 
(CRotavirus) 。 轮 状 病毒 都 有 双 层 的 衣 壳 结构 ,在 进入 宿主 细胞 以 后 ,外 层 衣 壳 因 为 蛋白 
酶 的 水 解 而 脱 去 ,于 是 在 宿主 细胞 的 细胞 质 基 质 留 下 裸露 的 核心 颗粒 。 在 颗粒 内 部 的 
RdRP 催化 下 , 双 链 基因 组 RNA 的 负 链 作为 模板 ,转录 出 带 有 帽子 结构 但 没有 多 聚 A 尾 
巴 的 单 顺 反 子 mRNA, 其 大 小 与 正 链 相 同 。 在 转录 中 ,mRNA 伸 人 到 细胞 质 之 中 与 核糖 
体 结合 进行 翻译 。 翻 译 产 物 有 结构 蛋白 和 RdRP。 它 们 与 mRNA 结合 形成 病毒 质 
Cviroplasm) ,然后 再 组 装 成 非 成 熟 的 病毒 颗粒 ,在 颗粒 内 部 以 mRNA 为 模板 ,合成 负 链 
RNA, 形 成 双 链 RNA。 


二 、 单 链 RNA 病毒 的 RNA 复制 


(一 ) 正 链 RNA 病毒 的 RNA 复制 

这 一 类 病毒 的 基因 组 RNA 与 mRNA 同 义 , 如 养 髓 灰质 炎 病 毒 和 寨 卡 病毒 (zika 
virus) ,因此 可 直接 用 作 mRNA。 一旦 病毒 进入 宿主 细胞 ,基因 组 RNA 可 作为 模板 , 进 
行 翻译 。 而 基因 组 RNA 的 复制 由 RdRP 催化 ,经 过 互补 的 反 基 因 组 (antigenomic) 负 链 
RNA 中 间 物 ,再 合成 出 新 的 基因 组 RNA。 

以 SARS 病毒 (severe acute respiratory Syndrome virus ) 为 代表 的 冠状 病毒 
(Ccoronavirus) 为 例 , 其 RNA 复制 的 基本 步骤 包括 (图 7-39): 


+ 链 RNA 基 因 组 
基因 1 基因 ? 基因 3 基因 4 基因 5 ，。 一 译 
RE 一 人 IE 一 全 人 
RNA 模 板 (宿主 细胞 ) 
- 链 RNA 模 板 | 的 合成 5 
基因 1 基因 ?基因 3 基因 4 基因 5 ， T 
转录 新 基因 组 
RNA 
基因 ?， 基因 3 基因 4 基因 5 ， 人 
病毒 颗粒 


基因 2 ”基因 3 基因 4 基因 5 ， 翻译 
RE 


基因 3 基因 4 基因 5,，_ 翻译 
5 


基因 4 基因 有 5 翻 详 
5 


， 基 因 5 ， 翻译 
-一 


从 7-39 正 链 RNA 病毒 的 RNA 复制 


(1) 在 病毒 感染 宿主 细胞 之 后 ,基因 组 RNA 上 的 RdRP 基因 立即 被 翻译 。 

〈2) 翻译 好 的 RdRP 催化 反 基 因 组 RNA 即 负 链 RNA 的 合成 。 

(3) 以 负 链 RNA 作为 模板 ,转录 一 系列 3 - 端 相同 .但 5 - 端 不 同 的 亚 基因 组 
ImRNA。 

(4) 每 一 个 亚 基因 组 mRNA 只 有 第 一 个 基因 被 翻译 成 蛋白 质 。 

《5) 全 长 mRNA 并 不 与 核糖 体 结 合 进行 翻译 ,而 是 作为 基因 组 RNA 被 包装 到 新 病 
毒 颗粒 之 中 。 


Box7-4 蝙蝠 抵抗 病毒 和 长 寿 的 秘密 


提 到 蝙蝠 , 多数 人 很 可 能 立刻 想到 它 那 有 点 可 怕 的 长 相 , 还 有 些 人 可 能 想到 吸血 
和 它 能 传播 一 些 高 度 致 滴 性 病毒 的 事情 ,当然 也 会 有 人 想到 回声 定位 和 蝙蝠 侠 。 但 无 
论 如 何 , 不 会 有 多 少 人 会 把 它 视 为 自己 最 喜欢 的 哺乳 动物 ,而 分 子 生 物 学 家 对 它 的 研 
究 也 鲜 有 报道 六 然而 ,这 一 切 可 能 正在 改变 ! 

蝙蝠 是 唯一 能 够 持续 飞行 的 哺乳 动物 * 且 它们 身上 时 常 还 带 着 一 些 在 世界 范围 内 
有 着 最 高 致 病 性 的 病毒 一 其 中 包括 埃 博 拉 病毒 (Ebola virus) 和 SARS 病毒 。 已 有 越 
来 越 多 的 科学 家 和 研究 者 ,不 但 对 它们 长 时 间 的 飞行 能 力 , 而 且 对 它们 能 抵抗 多 种 致 
命 病毒 的 特性 产生 了 兴趣 。 例 如 ,由 来 自我 国 北京 基因 组 研究 所 (Beijing Genome 
Institute) 和 澳洲 动物 健康 实验 室 (Australian Animal Health Laboratory) 的 研究 人 员 
联合 发 表 在 2013 年 工 月 -25 日 -Science 题 为 “Comparative Analysis of Bat Genomes 
Provides Insight into the Evolution of Elight and Immunity” 的 论文 ,通过 高 通 量 全 基因 
组 测序 和 比较 基因 组 的 研究 证 我 们 对 这 两 个 问题 有 了 一 定 的 认识 。 

他 们 选择 了 两 种 亲缘 关系 较 远 的 蝙蝠 ,一 种 是 主 吃 果实 的 体型 相对 较 大 的 黑 狐 旺 
CBlack flying fox) , 另 一 种 是 主 吃 昆虫 体型 较 小 的 大 卫 鼠 耳 蝠 (David's Myotis)， 首 先 
使 用 高 通 量 测序 的 方法 测定 了 它们 的 全 基因 组 序列 ,然后 将 测定 出 的 疗 列 与 其 他 八 种 
哺乳 动物 的 全 基因 组 进行 比较 ,特别 是 与 DNA 损伤 检测 和 修复 、 先 天 免疫 、 分 光 到 消 
化 道 的 RNA 酶 以 及 与 有 氧 代 谢 有 关 的 基因 ， 结 果 发 现 : 这 两 种 蝙蝠 都 缺失 了 由 感染 引 
起 的 叫 作 细胞 因子 反 暴 (cytokine storm) 的 不 适 免疫 反应 的 关键 基因 ,包括 编码 AIM2 
和 IFI16 的 .PEYHIN 基因 家 族 ,它们 在 体内 参与 监测 微生物 的 DNA 和 发 炎 体 
(inflammasome) 的 形成 。 细 胞 因子 风暴 又 称 为 高 细胞 因子 血 症 ,是 一 种 由 细胞 因子 和 
免疫 细胞 间 的 正 反 融 而 导致 的 致命 性 的 金 疫 反应 * 其 特征 是 各 种 细胞 因 子 浓度 的 显著 
升 高 ,后 果 可 杀 死 宿主 ,而 不 是 病毒 。 研 究 者 想 摘 清 楚 蝙 蝠 是 如 何 抑制 这 种 免疫 反应 
的 ,这 样 可 以 在 此 基础 上 研发 出 新 型 药物 ,或 者 对 特定 基因 进行 翘 向 基因 治疗 ,以 降低 
这 种 免疫 反应 。 | 

然而 ,蝙蝠 并 不 是 对 每 一 次 感染 都 是 免疫 的 ! 已 发 现 某 些 真菌 感染 却 对 它们 是 臻 
命 的 ! 事实 上 ,每 年 全 球 都 有 许多 蝙蝠 死 于 真菌 感染 。 感 染 可 让 正在 冬眠 的 蝙蝠 苏 
醒 ,而 冬眠 期 间 , 它 们 的 免疫 系统 是 受到 抑制 的 ,这 料 可 以 保存 能 量 , 而 一 昱 本 过 来 ,就 
会 反应 过 度 , 发生 免疫 重建 兴 性 综合 征 (immune reconstitution inflammatory 
syndrome,IRIS) 。 和 希望 将 来 的 研究 能 够 解 开 蝙 蝠 可 抵抗 病毒 ,但 却 对 真菌 敏感 之 过 。 

他 们 在 大 卫 鼠 耳 蝠 基因 组 上 还 鉴定 到 了 了 个 完整 和 2 个 部 分 的 RNASE4 基因 ， 
此 类 基因 编码 的 是 分 光 到 消化 道内 专门 水 解 RNA 的 核糖 核酸 酶 ,因此 可 能 帮助 机 体 
对 付 从 消化 道 浸入 的 RNA 病毒 。 但 黑 狐 蝠 有 一 个 RNASE4 基因 发 生 了 移 框 突变 而 
导致 编码 的 酶 失去 活性 。 

除了 能 抵抗 病毒 感染 ,蝙蝠 似乎 不 得 与 衰老 相关 的 疾病 或 者 癌症 。 与 身体 大 小 差 
不 多 的 大 筷 相 比 , 蝙 蝠 能 活 20 一 40 年 ,而 大 饼 只 能 活 2 一 3 年 。 这 可 能 是 因为 蝙蝠 的 
长 时 间 飞 行 需要 消耗 大 量 的 能 量 储备 ,其 体内 的 氧化 树 酸化 活性 因此 变 强 。 但 氧化 分 
解 能 力 的 加 强 又 不 可 避免 地 会 产生 更 多 的 有 毒 副 产物 即 自 由 基 。 自 由 基本 损伤 
DNA、 蛋 白质 和 脂 质 等 生物 分 子 , 进 而 导致 总 老 和 疾病 如 肿瘤 的 发 生 。 在 这 种 正 向 选 
择 压 力 下 ,两 种 蝙蝠 的 体内 出 现 了 更 多 地 参与 DNA 损伤 修复 的 基因 * 包 括 p53 等 ,这 
些 额外 的 修复 基因 了 既 有 利于 修复 在 较 强 的 代谢 活动 下 产生 的 自由 基 对 DNA 造成 的 损 
伤 , 也 有 利于 对 抗 癌症 和 衰老 
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(二 ) 负 链 RNA 病毒 的 RNA 复制 

这 一 类 病毒 的 基因 组 RNA 与 mRNA 正好 反 义 , 例 如 埃 博 拉 病 毒 (Ebola virus) 和 流 
感 病毒 (influenza virus) ,此 类 病毒 进入 宿主 细胞 之 后 ,必须 拷贝 成 与 其 互补 的 正 链 RNA 
以 后 ,才能 制造 出 病毒 蛋白 。 于 是 ,在 新 病毒 颗粒 装配 的 时 候 , 需 要 将 RdRP 包装 到 病毒 
颗粒 中 ,以 便 在 病毒 进入 新 的 宿主 细胞 之 后 能 够 迅速 转录 出 mRNA。 

埃 博 拉 病 毒 是 一 类 可 引起 人 类 和 灵 长 类 动物 发 生 埃 博 拉 出 血 热 的 烈性 病毒 ,以 非洲 
的 埃 博 拉 河 (Ebola river) 命 名 。 感 染 者 症状 包括 恶心 .呕吐 腹泻 .肤色 改变 、 全 身 酸 痛 、 
体内 出 血 、 体 外 出 血 和 发 烧 等 ,具有 50 外 一 90 匆 的 致死 率 。 致 死 原因 主要 为 中 风 、 心 肌 梗 
塞 、 低 血 容 量 性 休克 或 多 发 性 器 官 衰竭 。2014 年 , 埃 博 拉 病 毒 肆虐 了 西非 好 几 个 国家 ， 
蔓延 速度 惊人 。2014 年 7 月 28 日 ,世界 卫生 组 织 (WHO) 发 表 声明 称 , 全 球 已 有 1200 多 
人 染 上 该 病毒 。 

埃 博 拉 病 毒 属于 丝 状 病毒 科 埃 博 拉 病毒 属 。 病 毒 最 外 面 是 一 层 叫 衣 被 的 脂 膜 , 上面 
插 有 病毒 糖 蛋白 (GP) ,内 有 核 衣 被 包 庄 的 单 链 线 状 负 链 RNA 基因 组 。 组 成 核 衣 壳 
(Cnucleocapsid) 的 蛋白 质 复 合 物 包 括 NP.VP35.VP30 和 。VP40 和 VP24 则 位 于 外 被 
和 核 衣 壳 之 间 的 空间 内 。 基 因 组 结构 为 3 - UTR - NP - VP35 - VP40 - GP - VP30 - 
VP24-L-5-UTR, 共 有 ?7 个 基因 (图 7- 40)。 病 毒 基 因 组 的 复制 只 需要 NP、VP35 
和 工 。 


VP40 RdRP(L) 
侠 7- 40 埃 博 拉 病毒 的 结构 模式 图 


埃 博 拉 病 毒 的 生活 史 始 于 病毒 颗粒 附着 在 宿主 细胞 表面 的 特殊 受 体 上 ,随后 病毒 外 
被 与 宿主 细胞 膜 融合 ,与 此 同时 ,病毒 核 衣 壳 杰 放 到 宿主 细胞 的 细胞 质 基 质 。 在 基因 L 
编码 的 RdRP 的 作用 下 , 核 衣 壳 部 分 解 开 。 然 后 ,RdRP 结合 在 基因 组 3 -端的 启动 子 上 ， 
VP30 则 通过 和 锌 指 结构 与 RNA 直接 作用 。 受 VP30 的 激活 ,RdRP 催化 转录 产生 正 链 
mRNA, 再 经 翻译 得 到 结构 或 非 结构 蛋白 。 转 录 可 终止 在 任何 基因 的 末端 ,由 此 可 产生 7 
种 不 同 的 mRNA。 这 意味 着 离 负 链 基因 组 RNA3 '- 端 越 近 的 基因 ,转录 的 机 会 就 越 多 。 
于 是 ,基因 次 序 成 为 一 种 简单 有 效 的 调控 转录 的 手段 : 核 衣 壳 蛋 白 基 因 离 基因 组 3 - 端 最 
近 , 因 此 它 表 达 的 量 最 丰富 ;RdRP 基因 离 基因 组 3 - 端 最 远 ,因此 它 表 达 的 量 最 少 。 而 它 
在 细胞 内 的 浓度 决定 了 RdRP 何 时 启动 全 基因 组 的 复制 。 一 旦 全 长 的 正 链 反 基 因 组 
RNA 被 转录 出 来 ,就 可 以 反 过 来 作为 模板 ,指导 全 长 的 负 链 全 基因 组 RNA 的 复制 。 新 
合成 的 结构 蛋白 和 基因 组 RNA 发 生 自 组 装 ,积累 在 宿主 细胞 膜 一 侧 , 通 过 出 菠 的 方式 ， 
“ 窃 " 得 宿主 细胞 的 质 膜 作为 外 被 ,离开 老 的 宿主 细胞 ,去 寻找 新 的 宿主 细胞 。 
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流感 病毒 基因 组 由 8 股 RNA 节 段 构成 ,分 别 编码 不 同 的 蛋白 质 。 其 生活 史 共 由 7 。 GCTD 沪 六 病毒 里 不 同 林 
个 阶段 组 成 (图 7- 41):(1) 病毒 通过 受 体 介 导 的 内 香 方 式 进 入 宿主 细胞 ; (2) 进入 宿主 。 系 里 面 的 理 和 六 分 别 是 什 各 


意思 ? 


针 7-41 流感 病毒 的 生活 史 


细胞 的 病毒 颗粒 脱 去 外 面 的 衣 壳 ,释放 出 8 股 基因 组 RNA; (3) 基因 组 RNA 进 和 细胞 
核 , 被 转录 成 mRNA; (4) 一 部 分 mRNA 从 宿主 细胞 mRNA 中 ， 禄 ”得 帽子 结构 以 后 进 
入 细胞 质 进 行 翻译 ,得 到 各 种 蛋白 质 产物 一 一 非 结构 蛋白 1(nonrstructural, NS1) 、 非 结 
构 蛋 白 2(NS2) 、 碱 性 聚合 酶 1(polymerase basic 1,PB1) 、 碱 性 聚合 酶 2(polymerase basic 
2,PB2) 酸性 聚合 酶 (polymerase acidic, PA) 、 核 蛋白 (nucleoprotein, NP) 基质 蛋白 1 
Cmatrix proteinl1, Ml) ` 基 项 蛋白 2(M2) 、 血 凝 素 (hemagglutinin,HA) 和 神经 氨 酸 苷 酶 
Cneuraminidase,NA) ,其 中 HA 和 NA 在 粗 面 内 质 网 上 翻译 ,经 过 高 尔 基体 转运 到 细胞 
膜 ;(5) 一 部 分 mRNA 作为 模板 ,复制 出 8 股 基 因 组 RNA;(6) 8 股 基因 组 RNA 先 与 进 
入 细胞 核 的 病毒 蛋白 PBI1、.PB2、PA 和 NP 形成 复合 物 ,然后 离开 细胞 核 进 入 细胞 质 ,被 
含有 HA 和 NA 的 质 膜 包 被 ,装配 成 新 的 病毒 颗粒 ;(7) 新 的 病毒 颗粒 通过 出 芽 的 方式 
释放 出 来 。 
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科学 故事 一 一 人 类 和 酵母 居然 如 此 相 仅 ! 


人 类 与 酵母 早已 经 结 下 了 不 解 之 缘 , 如 平时 我 们 喝 的 各 种 酒 类 饮品 就 是 借助 酵 
母 ,通过 发 酵 产生 的 ,我 们 制作 面包 同样 离 不 开 它 们 。 但 是 ,从 进化 的 距离 来 看 ,人 
类 和 酵母 已 经 在 不 同 的 道路 上 进化 了 十 亿 年 ,两 者 的 亲缘 关系 距离 其 远 ! 众 所 周 
知 ,我 们 人 类 是 高 等 的 多 细胞 灵 长 类 动物 ,而 酵母 仅仅 是 低 等 的 单 细 胞 真菌 。 因 此 ， 
一 般 人 很 难 想 象 我 们 和 酵母 之 间 会 有 多 少 相似 之 处 。 

然而 在 2015 年 5 月 25 日 ,由 美国 德 克 萨 斯 大 学 系统 生物 学 家 Edward 
Marcotte 等 人 发 表 Science 上 的 一 篇 题 为 “Systematic humanization of yeast genes 
reveals conserved functions and genetic modularity” 的 论文 告诉 我 们 ,人 类 与 酵母 之 
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间 的 相似 之 处 非常 多 。 当 他 们 将 400 多 个 人 类 基因 分 别 插 入 到 酵母 细胞 中 ,发 现 大 
约 有 一 半 的 基因 能 够 行使 功能 ,并 让 这 种 真菌 存活 下 来 。 


we SF 光一 = ar msg 


Edward Miarcotte 


在 此 之 前 ,生物 学 家 们 就 知道 ,在 分 子 水 平 上 人 类 和 酵母 存在 一 定 的 相似 性 。 
三 分 之 一 的 酵母 基因 可 以 在 人 类 基因 组 中 找到 同 源 的 版 本 。 酵 母 和 人 类 的 同 源 蛋 
白 ,在 氨基 酸 序 列 上 平均 重 登 32%。 

对 于 那些 人 类 和 酵母 的 共享 基因 ,一 直 在 吸引 着 很 多 科学 家 的 兴趣 ,其 中 就 包 
括 Marcotte。 要 知道 ,酵母 是 没有 自 液 的 单 细 胞 生物 ,但 它们 却 携 带 着 负责 状 椎 动 
物 新 血管 生长 的 基因 ,这些 基 因 在 帮助 酵母 应 答 压 力 。Marcotte 想 知 道 酵母 和 人 类 
基因 在 功能 上 的 相似 程度 。 

他 和 他 的 研究 小 组 系统 分 析 了 人 类 基因 能 否 在 酵母 中 起 作用 。 他 们 选择 了 414 
个 决定 酵母 存活 的 基因 ,例如 控制 代谢 和 处 理 废 物 的 基因 。 在 实验 中 ,这 些 酵 母 基 
因 要 么 被 关闭 ,要么 被 融 除 ,然后 被 相应 的 人 类 基因 取代 。 如 果 酵 母 能 够 在 培养 基 
上 生长 ,就 说 明 人 类 基因 成 功 行使 了 酵母 基因 的 功能 。 

结果 表明 ,有 176 个 人 类 基因 可 以 让 酵母 存活 下 来 。 这 400 多 个 酵母 基因 中 , 相 
当 于 大 约 一 半 能 被 人 类 基因 并 替 ,这 些 人 类 基因 在 酵母 让 仍旧 能 够 行使 功能 ,应 该 
是 酵母 和 人 类 的 共同 祖先 留 下 的 遗产 。 

那么 这 些 基 因 具 有 什么 特点 呢 ? 研究 人 员 评估 了 100 多 种 可 能 的 影响 ,从 基因 
长 度 到 蛋白 质 丰 度 。 结 果 发 现 ,人 类 基因 能 否 替 代 酵 母 基因 ,并 不 取决 于 DNA 序列 
的 相似 程度 。 在 一 组 紧密 相关 的 人 类 基因 中 ,要 么 大 多 数 都 能 替代 酵母 基因 ,要 人 么 
大 多 数 都 不 能 替代 。 例 如 ,在 促进 DNA 复制 的 一 条 通路 中 ,任何 基因 都 不 能 替代 。 
但 在 胆固醇 合成 的 通路 中 ,几乎 所 有 的 基因 都 能 够 替代 。 

这 项 研究 只 说 明了 配备 人 类 基因 的 酵母 可 以 生存 ,但 并 未 展示 这 些 酵母 能 否 与 
野生 酵母 竞争 。 不 过 这 项 研究 有 力 地 证 明了 一 个 曾经 人 饱 受 质疑 的 观点 :不 同 生物 的 
对 应 基因 具有 类 似 的 功能 。 印 第 安 纳 大 学 的 进化 生物 学 家 Matthew Hahn 对 此 评 
论 道 ; 这 很 神奇 。 这 意味 着 ,即使 经 过 十 亿 年 的 分 歧 , 同 样 的 基因 仍旧 行使 同样 的 

Marcotte 认为 ,人 们 应 当 进 一 步 利 用 酵母 进行 研究 。 过 去 研究 者 们 一 般 是 在 酵 
母 细 胞 中 插入 单个 基因 ,其 实 可 以 引入 一 组 自己 感 兴趣 的 基因 ,这 将 有 助 于 开发 新 
药物 或 者 研究 疾病 中 出 现 问题 的 分 子 回 路 。 不 过 就 在 这 篇 论文 发 表 3 个 月 以 后 ， 


Nature 子 刊 Chemazca&L Biology 报道 了 ,斯 坦 福 大 学 Christina Smolke 教授 为 首 的 研 
究 小 组 ,经 过 多 年 的 努力 ,成 功 将 多 个 基因 引入 酵母 ,并 在 发 酵 缸 内 “制造 "出 鸦片 类 
物质 。 


嘎 考 题 ; 


1. 与 DNA 复制 复合 物 不 同 的 是 ,RNA 聚合 酶 并 不 使 用 滑动 钳 来 保证 它 的 进行 性 。 
为 什么 ? 

2. 与 RNAP[ 相 比 , 为 什么 RNAPT 转 录 的 终止 发 生 在 精确 的 位 点 特别 重要 ? 

3. 你 在 分 离 ,鉴定 许多 和 恒 和 白质 基因 的 基因 库 区 隆 中 ,发 现在 转录 起 始点 上 游 约 55 bp 
的 区 吉 有 一 段 GGAAGGTC 序列 。 你 认为 这 段 序列 属 于 何 种 元 件 ? 你 如 何 验证 你 的 
观点 ? 

4. 在 一 种 生物 体 20 儿 的 基因 中 发 现 , 在 起 始点 150 bp 以 内 的 位 置 有 一 段 
TITTAAATT 序列 ,尽管 它 的 位 置 变化 很 大 ,而 且 有 时 候 方 向 相反 。 这 种 序列 属于 何 种 
元 件 ? 

5. 6 因子 本 身 并 不 能 结合 启动 和子。 如 果 一 种 突变 导致 c 因子 单独 就 能 与 启动 子 的 
一 10 区 域 结 合 , 那 么 这 种 突变 对 基因 的 转录 有 何 影响 ? 

6. 有 人 在 一 种 奇特 的 真菌 的 细胞 抽取 物 中 发 现 一 种 新 的 RNA 聚合 酶 。 该 聚合 酶 
只 能 从 单一 的 高 度 特 异性 的 启动 子 起 始 基因 的 转录 。 随 着 此 酶 的 纯化 ,其 活力 开始 下 
降 。 完 全 纯化 的 酶 完全 没有 活性 ,除非 加 入 粗 抽取 物 到 反应 混合 液 之 中 。 试 提出 几 种 可 
能 的 解释 。 

7. 细菌 启动 子 的 一 10 区 和 一 35 区 大 概 由 2 圈 双 螺旋 分 开 。 如 果 在 启动 子 区 引入 一 
个 帘 变 ,将 一 35 区 移 到 一 29 的 位 置 ,那么 你 预测 这 样 的 突变 对 转录 会 有 何 影 响 ? 为 
什么 ? 

8. 为 什么 正 链 单 链 RNA 病毒 并 不 需要 在 成 熟 的 病毒 颗粒 里 带 有 病毒 的 RNA 聚合 
酶 ,而 负 链 单 链 RNA 病毒 正好 相反 ? 

9. 使 用 放 线 菌 素 D 处 理 真 核 细 胞 可 阻止 细胞 有 丝 分 裂 后 核 仁 的 形成 ,但 使 用 w- 鹅 
膏 坦 碱 处理 则 无 类 似 的 效果 ,为 什么 ? 

10. 大 肠 杆 菌 RNAP 全 酶 在 37 忌 与 启动 子 结合 的 亲和力 比 在 25 人 时 高 ,而 它 
37 与 无 启动 子 的 DNA 的 结合 的 亲和力 比 在 25 人 时 弱 。 对 此 现象 , 试 给 以 合理 的 解释 。 
推荐 网 站 : 

1，http:y//themedicalbiochemistrypage. org/ rna. phpb 井 process( 完 全 免费 的 医学 生物 

化 学 课程 网 站 有 关 DNA 转录 的 内 容 ) 
2.，http://en. wikipedia. org/ wiki/Transcription (genetics) (维基 百科 有 关 DNA 转 
录 的 内 容 ) 
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“ 嫉 


。https://www. dnalc. org/resources/3d/13-transcriptionradvanced. html(( 美 国 冷 


泉 港 实验 室 下 属 的 DNA 学 习 中 心 提 供 的 有 关 DNA 转录 的 动画 等 资料 )) 


。http://www. hhmi. org/biointeractive/dna-transcriptiorradvanced-detail( 美 国 霍 


华 德 ，。 休 斯 医学 研究 所 下 属 的 生物 互动 网 页 ,内 有 DNA 复制 ,转录 和 翻译 等 过 
程 的 动画 显示 链接 ) 


。http://mol-biol4masters. masters。grkraj. org/Molecular - Biology_Table_Of 


Contents. html( 印 度 班 加 罗 尔 大 学 G. R. Kantharaj 教授 提供 的 免费 的 面 加 硕士 
研究 生 的 分 子 生 物 学 课 , 内 有 许多 关于 DNA 转录 的 内 容 和 资料 ) 


。http://www. nature. comy scitable/topicpage/dnar-transcriptionr426 (自然 杂志 图 


书馆 提供 的 有 关 DNA 转录 的 内 容 ) 


。http://www. microbiologybook. org/mhunt/rna-ho. htm( 美 国 南 卡 罗 莱 纳 大 学 医 


学 院 一 部 在 线 微 生物 学 课程 有 关 转 录 的 内 容 ) 
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第 八 章 ”转录 后 加 工 


基因 转录 的 直接 产物 即 初级 转录 物 (primary transcript) 通 常 是 没有 功能 的 ,它们 在 
细胞 内 必须 经 历 一 些 特异 性 的 改变 , 即 所 谓 的 转录 后 加 工 (posttranscriptional 
Processing) , 才 会 转变 为 成 熟 ` 有 功能 的 RNA 分 子 。 总 的 说 来 ,RNA 经 历 的 后 加 工 反应 
主要 包括 增 减 一 些 核 苷 酸 序列 ,以 及 对 某 些 特 核 苷 酸 进 行 特殊 的 化 学 修饰 。 

三 种 主要 的 RNA 即 mRNA、rRNA 和 tRNA, 在 细菌 、 直 核 细 胞 和 十 菌 中 所 经 历 的 
后 加 工 反应 并 不 完全 相同 ,而 且 同 一 种 RNA 前 体 (一 般 是 mRNA 前 体 ) 也 可 能 有 不 同 的 
加 工 路 线 , 后 一 种 情形 可 导致 一 个 基因 产生 几 种 终 产 物 , 这 种 选择 性 的 后 加 工 已 成 为 基 
国 表达 调控 的 一 种 很 重要 的 手段 。 

本 章 将 分 别 介绍 mRNArRNA 和 tRNA 前 体 在 细菌 、 真 核 生 物 和 十 菌 细胞 中 所 经 
历 的 各 种 后 加 工 反应 。 


第 一 节 “细菌 RNA 前 体 的 后 加 工 


一 mRNA 前 体 的 后 加 工 


细菌 细胞 的 mRNA 很 少 经 历 后 加 工 。 事 实 上 ,它们 绝 大 多 数 一 旦 被 转录 ,就 有 核糖 
体 结合 到 5 - 端 对 其 进行 翻译 ,并 形成 多 聚 核糖 体 的 结构 (参看 第 九 章 ， 蛋 白质 的 生物 合 
成 )。 但 近来 在 极 少 数 细菌 和 某 些 噬菌体 中 ,发现 有 的 mRNA 也 含有 内 含 子 , 需 要 经 过 
剪接 反应 才能 成 熟 , 如 一 种 叫 红海 束 毛 菠 (Tyricpnodesmaizza erythraex) 的 蓝 细菌 ;其 编码 
DNAP 焉 B 亚 基 的 danraN 基因 就 有 4 个 内 含 子 。 再 如 ,大 肠 杆 菌 T4 噬菌体 编码 的 胸 苷 酸 
合 酶 也 有 1 个 内 含 子 。 另 外 ,已 发 现 不 少 细菌 的 mRNA 和 一 些 非 编码 RNA 在 3- 端 ,可 
被 加 上 多 聚 A 尾 巴 。 同 时 ,两 种 催化 多 聚 A 尾巴 形成 的 多 聚 A 聚合 酶 也 在 大 肠 杆菌 细 
胞 内 被 发 现 。 然 而 ,细菌 mRNA 的 多 聚 A 尾巴 一 般 比 较 短 ,长度 仅 为 15 nt 一 60 nt, 而 且 
通常 是 mRNA 降解 的 信号 ,可 促进 由 多 聚 核 苷 酸 磷酸 化 酶 (PNP) 和 核糖 核酸 酶 已 组 成 
的 降解 体 (degradosome) 对 mRNA 的 降解 ,这 与 真 核 细 胞 mRNA 尾巴 的 长 度 和 功能 完全 
不 同 。 


二 rRNA 前 体 的 后 加 工 


在 详细 介绍 细菌 rRNA 前 体 的 后 加 工 之 前 ,有 必要 了 解 一 下 其 rRNA 的 基因 组 织 。 
如 图 8-1 所 示 : 细 菌 的 三 种 RNA 和 两 个 tRNA 是 作为 一 个 多 顺 反 子 一 起 被 转录 的 , 像 
这 样 的 转录 单位 在 大 肠 杆 菌 基 因 组 中 有 7 个 拷贝 。 由 此 转录 产生 的 前 体 的 沉降 系数 为 
30S。 显 然 , 要 得 到 三 种 rRNA, 首先 需要 剪 切 (cleavage) ,才能 将 它们 从 共 转 录 物 中 释放 
出 来 ;然后 ,还 要 进行 修剪 (trimming) ,以 切除 多 余 的 核 昔 酸 序列 ;此 外 ,三 种 rRNA 还 需 
要 进行 某 些 特定 的 修饰 反应 。 因 此 细菌 rRNA 前 体 的 后 加 工 反应 主要 包括 剪 切 、. 修 前 和 
核 苷 酸 的 修饰 (modification) 。 

(一 ) 剪 切 和 修剪 

由 特定 的 核糖 核酸 酶 催化 ,它们 主要 包括 核酸 酶 耻 .D.P、F、 上 EM16、.M23 和 M5 等 。 
其 中 内 切 酶 行使 “ 粗 加 工 ”, 从 内 部 催化 前 切 反 应 ,负责 从 共 转 录 物 的 内 部 将 各 rRNA 两 
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侧 多 数 不 需要 的 核 苷 酸 切除 ;外 切 酶 进行 “ 细 加 工 ”, 从 3 - 端 或 5 - 端 催化 修剪 反应 ,负责 
从 RNA 两 端 水 解 掉 剩 余 的 无 用 核 苷 酸 序列 ,这 是 在 rRNA 与 核糖 体 蛋 白 结合 以 后 发 
生 的 。 

在 rRNA 前 体 中 ,16S rRNA 和 23S rRNA 在 两 侧 都 是 反 向 重复 序列 。 这 些 反 向 重 
复 序列 能 自发 形成 蕉 环 结构 , 而 核糖 核酸 酶 亚 可 识别 其 中 的 葵 , 对 其 进行 前 切 。 随 后 发 
生 的 反应 由 核糖 核酸 酶 M16 和 M23 催化 ,分 别 前 切 产生 成 熟 的 16S rRNA 和 23S 
TRNA。 

5S rRNA 由 核糖 核酸 酶 下 和 MG5 释放 出 来 ,而 里 面 的 tRNA 由 核糖 核酸 酶 P 和 下 释 
放出 来 。 

(二 ) 核 昔 酸 的 修饰 

修饰 的 主要 形式 为 核糖 2- OH 的 甲 基 化 和 形成 假 尿 苷 ,一 般 发 生 在 剪 切 和 修剪 反 
应 之 前 。 甲 基 供 体 是 S- 腺 苷 甲 硫 氮 酸 (SAM) 。 修 饰 的 功能 可 能 有 助 于 rRNA 的 折 秋 和 
与 核 灶 体 蛋白 的 结合 ,还 可 能 保护 rRNA, 使 其 能 抵抗 某 些 核酸 酶 的 消化 。 


三 tRNA 前 体 的 后 加 工 


一 个 典型 的 成 熟 RNA 大 概 有 80 nt, 内 有 很 多 修饰 的 核 苷 酸 。 此 外 ,所 有 的 tRNA 
在 3 - 端 都 有 CCA 序列 ,此 序列 是 tRNA 携带 氨基 酸 和 翻译 过 程 中 肽 键 形 成 所 必需 的 。 
从 基因 的 组 织 来 看 ,以 大 肠 杆 菌 为 例 , 其 基因 组 约 有 60 个 了 RNA 基因 ,其 中 某 些 与 rRNA 
基因 共享 启动 子 , 但 多 数 散布 在 整个 基因 组 DNA 上 。 无 论 属 于 哪 一 种 情形 ,初级 转录 物 
的 两 侧 都 会 有 多 余 的 核 苷 酸 序列 ,需要 切除 。 因 此 ,tRNA 前 体 的 后 加 工 方式 包括 剪 切 、 
修剪 和 核 背 酸 的 修饰 。 少 数 NA 的 基因 先天 缺乏 CCA 序列 ,还 需要 在 3 - 端 专门 添加 
CCA。 还 有 少数 RNA 有 内 合子 ,就 需要 通过 剪接 除去 。 

(一 ) 剪 切 和 修剪 

参与 大 肠 杆 菌 的 了 NA 前 体 前 切 和 修剪 的 酶 有 核糖 核酸 酶 PEF 和 D 等 (图 8-2)。 

其 中 ,核糖 核酸 酶 P 是 一 种 内 切 酶 ,负责 5 - 端 剪 切 ,产生 成 熟 的 5 - 端 。 它 在 化 学 组 
成 上 各 有 1 分 子 RNACM]1I RNA) 和 1 分 子 蛋 白质 。Sidney Altman 的 研究 表明 ,MI 
RNA 在 高 盐 浓 度 下 能 独立 地 催化 反应 ,但 蛋白 质 不 行 。 因 此 有 理由 认为 ,核糖 核酸 酶 了 
的 催化 亚 基 是 它 的 RNA, 或 者 说 核糖 核酸 酶 是 一 种 核 酶 。 

核糖 核酸 酶 F 也 是 一 种 内 切 酶 , 它 的 切 点 在 疏 NA3 - 端 , 作 用 后 在 tRNA 的 3 - 端 还 
留 下 3 个 核 背 酸 。 这 3 个 多 余 的 核 背 酸 随后 被 一 种 外 切 酶 , 即 核酸 酶 D 从 3 一 5 方向 切 
除 ,从 而 产生 成 熟 的 3 - 端 。 
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(GT 加 何 判 昕 一 个 RNA 


分 子 在 5 一 经 厉 了 前 切 或 者 


ZE 在 和 liman 刚刚 公布 
核糖 核酸 酶 已 是 护 酶 的 研究 
成 果 的 时 候 , 就 遗 到 了 很 多 
人 的 怀疑 。 其 中 :就 有 人 人 认 
为 他 在 分 离 这 种 酶 的 RNA 
和 有 蛋 白质 的 时 候 不 彻底 ;有 
少量 的 蛋白 质 仍 然 与 RNA 
结合 , 正 是 残留 的 蛋白 质 进 
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(二 ) 核 背 酸 的 修饰 

tRNA 可 谓 是 细胞 内 修饰 最 多 的 RNA, 已 在 tRNA 分 子 上 发 现 了 约 120 种 不 同形 式 
的 化 学 修饰 ,这 些 不 同 的 化 学 修饰 都 是 在 特定 的 修饰 酶 催化 下 完成 的 。 但 与 IFRNA 不 同 
的 是 ,tRNA 上 的 核 苷 酸 修饰 主要 集中 在 碱 基 上 ,如 碱 基 的 甲 基 化 、 脱 氨 和 还 原 等 。 被 修 
饰 的 碱 基 主 要 集中 在 最 后 折 赫 好 的 三 维 结构 的 核心 和 反 密 码 子 附近 ,特别 是 在 摇摆 的 位 
置 。 这 些 化 学 修饰 的 功能 包括 :降低 tRNA 构象 的 可 变性 、 提 高 稳定 性 改善 氨 酰 化 的 速 
率 和 特异 性 以 及 翻译 时 解码 的 精确 性 等 。 

(三 ) 添加 CCA 

细菌 绝 大 多 数 了 RNA 基因 已 自 带 了 CCA 序列 ,因而 就 免除 了 这 种 后 加 工 , 但 也 有 人 少 
数 tRNA 先天 缺乏 ,就 需要 “后 天 ”添加 。 添 加 CCA 是 在 3 - 端 多 余 的 核 苷 酸 被 切除 后 进 
行 的 ,由 tRNA 核 苷 酸 转移 酶 (tRNA nucleotidyltransferase) 或 CCA 添加 酶 (CCA-adding 
enzyme) 催 化 。 此 酶 不 需要 模板 ,只 以 CTP 和 ATP 为 底 物 ;先后 将 2 个 C 和 1 个 A 添 加 
在 tRNA 的 3 - 端 。 但 有 意思 的 是 ,一 种 叫 超 嗜 热 菌 (Aauifez aealiczus) 的 细菌 带 有 两 个 
独立 的 酶 ,各 自 带 有 部 分 活性 ,但 协调 一 致 起 作用 ,共同 催化 CCA 的 添加 :第 一 种 酶 先 催 
化 添加 2 个 C, 第 二 种 再 接着 催化 A 的 添加 。 

CCA 非常 重要 ,这 是 因为 tRNA 的 主要 功能 是 在 翻译 的 时 候 携带 氨基 酸 到 核糖 体 ， 
但 它 在 加 载 氨基 酸 之 前 ,必须 先 被 CCA 添加 酶 连 上 CCA 序列 ,只 有 这 样 ,tRNA 才能 成 
为 功能 完全 的 分 子 。 已 有 研究 表明 ,如 果 tRNA 发 生 突变 ,CCA 添加 酶 就 会 加 倍 地 工 
作 , 给 它 连 上 “CCACCA? 序 列 。 这 里 多 出 的 CCA 便 成 了 一 个 信号 ,意味 着 这 种 tRNA 有 
缺陷 ,于 是 细胞 会 把 这 些 tRNA 快速 降解 ,防止 其 在 细胞 内 积累 及 运载 错误 的 氨基 酸 。 

那么 CCA 添加 酶 是 如 何 区 分 正常 和 突变 的 tRNA 的 呢 ? 美国 冷泉 港 实验 室 的 
Leemor Joshua- Tor 等 人 对 此 进行 了 研究 。 他 们 发 现 , 这 种 酶 根本 不 能 进行 分 辨 ,实际 
上 是 RNA 自己 在 负责 校 读 。CCA 添加 酶 通过 一 种 螺旋 运动 在 tRNA 未 端 一 个 个 地 添 
加 CCA 序列 ,在 正常 情况 下 ,添上 最 后 一 个 A 之 后 会 继续 尝试 “ 弯 折 ?tRNA 分 子 , 但 这 
种 尝试 并 不 成 功 。 因 为 压力 增加 会 使 RNA 与 酶 解 离 ,结果 是 RNA 只 连 了 一 个 CCA 序 
列 。 然 而 , 当 tRNA 发 生 突变 时 , 它 的 结构 会 变 得 更 加 灵活 ,在 添上 一 个 CCA 序列 之 后 
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RNA 还 能 继续 弯曲 。 于 是 , 酶 就 能 添加 第 二 段 CCA 序列 ,然后 RNA 才 脱 离 与 酶 的 结 
合 。 这 是 一 种 非常 特别 的 校对 机 制 。 在 “ 酶 眼 ?” 里 ,两 种 RNA 并 没有 什么 差异 , 它 只 管 通 
过 螺旋 运动 添加 CCA, 是 RNA 本 身 的 突变 防止 了 发 生 进 一 步 的 错误 ,确保 蛋白 质 的 正 
人 确 合 成 。 

(四 ) 剪接 

少数 细菌 的 让 NA 含有 内 含 子 , 如 许多 蓝 细 菌 体 内 的 起 始 了 NA 和 疏 NA“ ,这 就 需 
要 进行 剪接 。 但 细菌 tRNA 的 内 含 子 一 般 属 于 第 一 类 内 含 子 ,由 内 售 子 自己 充当 核 酶 
催化 。 


第 三 节 真 核 细 胞 人 NA 前 体 的 后 加 工 


真 核 细 胞 RNA 前 体 的 后 加 工 反应 远 比 细菌 复杂 ,特别 是 mRNA 前 体 更 是 如 此 。 在 
真 核 系统 中 , 某 些 后 加 工 反 应 的 性 质 与 细菌 系统 很 相似 , 而 另 一 些 后 加 工 反应 则 是 特 


一 mRNA 前 体 的 后 加 工 


与 细菌 和 十 菌 的 mRNA 很 少 经 历 后 加 工 的 事实 形成 鲜明 对 比 的 是 , 真 核 细 胞 的 细 
胞 核 mRNA 必须 经 历 多 种 形式 的 后 加 工 , 才 能 成 为 成 熟 ` 有 功能 的 分 子 。 所 经 历 的 后 加 
工 反 应 主要 包括 :5 =- 端 “加 帽 ”(capping)、3'- 端 “加 尾 ”(tailing) .内 部 甲 基 化 (Cinternal 


methylation) .剪接 (Csplicing) 和 编辑 (editing) 。 ES 真 核 生 物 mRNA 这 
(一 ) S- 端 “加 帽 ? 些 后 加工 反 应 最 先 发 生 的 是 
本 时 哪 一 种 ? 如 何 设 计 一 个 实验 
1. 避 子 的 本 质 和 类 型 
_ 进行 证 明 ? 


几乎 所 有 真 核 生 物 的 细胞 核 mRNA 和 某 些 snRNA 或 snoRNA 的 5- 端 含有 帽子 结 

构 ( 图 8- 3): 其 本 质 上 是 与 第 一 个 被 转录 的 核 背 酸 通过 5 ,5 三 磷酸 酯 键 相连 的 7 - 甲 基 

岛 苷 酸 。 帽 子 有 0 型 .1 型 和 2 型 三 种 形式 。 就 " 戴 ”0 型 帽子 的 mRNA 而 言 , 前 两 个 被 
O 9 是 
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食 8-3 真 核 细胞 mRNA 的 三 种 形式 的 帽子 结构 
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转录 的 核 苷 酸 在 2 -核糖 羟基 上 都 没有 被 甲 基 化 ;而 1 型 mRNA 第 一 个 被 转录 的 核 苷 酸 
在 2 -核糖 羟基 上 被 甲 基 化 了 ;2 型 mRNA 前 两 个 被 转录 的 核 苷 酸 在 2 -核糖 产 基 上 都 被 
甲 基 化 了 。 

2.， 加 避 反 应 的 历程 

加 帽 反 应 是 一 种 共 转 录 反 应 ,在 转录 了 约 25 nt 后 就 开始 。 之 所 以 mRNA 和 某 些 
snRNA 或 snoRNA 才 被 加 帽 ,是 因为 它们 都 由 RNAP[ 催 化。 一 旦 RNAPI 最 大 亚 基 
的 CTD 七 肽 重复 序列 中 的 Ser5 被 TFI H 磷酸 化 (Ser5P) , 即 可 以 将 转录 延伸 因子 DSIF 
招募 到 转录 复合 物 ,而 加 入 到 复合 物 之 中 的 DSIF 随后 又 将 转录 延伸 因子 NELEF 招募 进 
来 ,导致 转录 和 暂停。 上 述 暂 停 允 许 加 帽 酶 (capping enzyme) 加 入 ,从 而 对 转录 物 的 5 -站 
进行 修饰 (图 8 - 4) 。 在 酵母 细胞 内 ,首先 是 RNA 三 磷酸 酶 (RNA triphosphatase) Cetl 
结合 磷酸 化 的 CTD, 催 化 起 始 核 苷 酸 5 =- 端 7 磷酸 基 团 的 水 解 。 然 后 是 RNA 鸟 苷 酸 转 
移 酶 (RNA guanylyl transferase)Cegl 催化 鸟 苷 酸 转移 到 起 始 核 苷 酸 5 - 端 凡 磷酸 基 团 
上 。 在 哺乳 动物 细胞 内 ,有 一 种 双 功 能 酶 ,同时 带 有 RNA 三 磷酸 酶 和 乌 昔 酸 转移 酶 活 
性 ,可 识别 并 结合 CTD 上 的 Ser5P, 催 化 加 帽 反 应 。 
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个 8-4 RNAPI CTD 的 磷酸 化 与 加 尾 和 加 帽 反应 的 关系 


然而 ,在 帽子 结构 形成 不 久 ,又 一 种 转录 因子 一 -P-TEFb 志 被 招募 到 复合 物 。P- 
TEFb 是 一 种 激酶 ,催化 CID 的 Ser2 和 NELF 的 磷酸 化 。 NELEF 因 磷 酸化 而 失 活 ， 
RNAPT 则 恢复 前 进 , 继 续 催 化 转录 的 延伸 。 

0 型 帽子 添加 共 由 三 步 反 应 组 成 (图 8-5): 

(1) 在 RNA 三 磷酸 酶 催化 下 ,新 生 mRNA 5 -端的 yY- 磅 酸 被 水 解 下 来 。 

(2) 在 mRNA 鸟 苷 酸 转移 酶 催化 下 ,GMP 从 GTP 转移 到 起 始 核 苷 酸 的 磷酸 上 , 同 
时 释放 出 1 分 子 焦 磷 酸 。 于 是 ,GMP 与 起 始 核 苷 酸 通过 5- ppp-5 相连 。 

(3) 在 鸟 味 叭 -7 - 甲 基 转 移 酶 (guanine- 7 - methyl transferase) 众 化 下 ,GMP 的 N7 
发 生 甲 基 化 反应 , 甲 基 供 体 为 SAM。 

以 上 三 步 反 应 只 能 生成 0 型 帽子 ,如 果 要 “升级 ?成 1 型 或 2 型 帽子 ,还 需要 进行 额 
外 的 甲 基 化 反应 。 这 时 的 甲 基 化 反应 由 2 - O- 甲 基 转移 酶 催化 , 甲 基 共 体 仍 然 是 SAM。 
酵母 不 会 再 进行 甲 基 化 反应 ,因此 它 的 帽子 只 有 0 型 ,但 在 高 等 生物 体内 ,被 转录 的 第 一 
个 核 苷 酸 的 2 -羟基 被 甲 基 化 形成 1 型 帽子 ,而 冰 椎 动物 被 转录 的 第 二 个 核 背 酸 的 2- 凑 
基 也 被 甲 基 化 形成 2 型 帽子 。 
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侠 8-s 真 核 细 胞 核 mRNA 的 加 帽 反应 


尽管 由 RNAP 开 转录 的 snRNA 也 有 帽子 结构 ,但 构成 snRNA 帽子 结构 的 鸟 背 酸 前 
后 发 生 三 次 甲 基 化 修饰 ,形成 的 是 2,2,7 -三 甲 基 - 鸟 苷 酸 帽 子 , 其 中 后 两 次 甲 基 化 反应 
发 生 在 细胞 质 , 是 在 snRNA 运输 到 细胞 质 并 与 特定 的 蛋白 质 组 装 成 复合 物 以 后 发 生 的 。 
Jorg Hamm 和 Iain Matta 对 snRNA 的 研究 发 现 , 大 多 数 snRNA 基因 ,包括 Ul snRNA 
基因 ,由 RNAPI 转录 ,并 在 细胞 核 内 形成 帽子 结构 ,然后 转运 到 细胞 质 基 质 中 ,与 蛋白 
质 结合 形成 snRNP, 帽 子 结构 被 进一步 修饰 ,很 快 又 回 到 细胞 核 内 参与 mRNA 的 剪接 。 
U6 snRNA 是 个 例外 , 它 由 RNAP 焉 转录 ,而 且 不 形成 帽子 结构 ,U6 snRNA 一 直 留 在 细 
胞 核 中 。 将 U6 snRNA 的 启动 子 与 U1 snRNA 基因 相连 , 则 该 重组 基因 由 RNAP 耻 转 
录 , 不 能 形成 帽子 结构 ,而 保留 在 细胞 核 内 ,说 明 帽 子 结构 对 snRNA 从 细胞 核 转运 到 细 
胞 质 基质 十 分 重要 。 

3， 避 子 的 功能 

帽子 结构 至 少 有 四 个 方面 的 功能 ， 

(1) 有 助 于 mRNA 前 体 的 剪接 。 

有 证 据 表 明 ,mRNA 第 一 个 内 含 子 的 剪接 依赖 帽子 结构 ,帽子 结合 复合 物 (cap- 
binding complex,CBC) 参 与 了 前 接 体 的 形成 。CBC 由 两 种 帽子 结合 蛋白 (cap-binding 
protein,CBP) 组 成 ,大 小 分 别 为 20 kDa 和 80 kDa。 帽 子 结构 促进 第 一 个 内 含 子 的 前 接 与 
内 含 子 本 身 的 序列 以 及 周围 的 外 显 子 序 列 无 关 ,而 与 内 含 子 到 帽子 结构 的 距离 有 关 。 

(2) 有 助 于 成 熟 mRNA 转运 出 细胞 核 ,这 与 Ul snRNA 上 的 帽子 功能 是 相似 的 。 

(3) 保护 mRNA, 避 免 核酸 酶 降解 。 

帽子 结构 通过 一 个 三 磷酸 酯 键 与 mRNA 相连 ,这 种 特殊 的 连接 方式 可 保护 mRNA， 
防止 5- 外 切 核酸 酶 从 5 - 端 降解 mRNA。 

(4) 有 助 于 翻译 起 始 阶段 起 始 密码 子 的 识别 ,增强 mRNA 的 可 翻译 性 。 

真 核 生物 细胞 质 中 的 翻译 系统 通过 CBP, 识 别 帽子 结构 ,帮助 核糖 体 与 mRNA 结合 
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并 识别 起 始 密码 子 , 起 始 翻译 。 如 果 没 有 帽子 结构 ,CBP 不 能 与 mRNA 结合 , 则 mRNA 
的 翻译 效率 极 低 。 

(二 ) 3 一 端 “ 加 尾 ” 

1.“ 尾 巴 ” 的 本 质 

尾巴 的 本 质 是 一 段 多 聚 腺 苷 酸 序 列 (poly A) , 它 位 于 绝 大 多 数 真 核 细胞 核 mRNA 的 
3 - 端 , 约 由 250 个 左右 的 腺 苷 酸 组 成 ,因此 又 称 为 多 聚 A 尾巴 。 但 含有 多 聚 A 尾巴 的 
mRNA 在 编码 链 上 并 无 相应 的 poly A 序列 。 显 然 ,poly A 尾巴 是 在 转录 后 添加 上 去 的 。 

2. 参与 加 尾 反应 的 顺 式 元 件 和 反 式 因子 

加 尾 反 应 是 十 分 精确 的 ,共有 两 种 因素 与 加 尾 反 应 有 关 : 一 种 为 顺 式 元 件 , 是 位 于 
mRNA 前 体内 部 靠近 3 -端的 一 段 特 殊 的 核 苷 酸 序 列 ,充当 加 尾 信号 ,可 视 为 加 尾 反 应 的 
“内 因 ”; 另 一 种 是 反 式 因子 ,它们 是 与 顺 式 元 件 相互 作用 的 蛋白 质 或 催化 加 尾 反 应 的 酶 ， 
可 视 为 加 尾 反 应 的 “外 因 ”。 

与 加 尾 有 关 的 最 重要 的 顺 式 元 件 为 一 段 保 守 的 六 聚 核 苷 酸 序列 ,其 一 致 序列 为 
AAUAAA。 除 此 以 外 ,在 不 同 的 生物 体 中 ,还 可 能 有 其 他 与 加 尾 反 应 有 关 的 顺 式 元 件 
(图 8-6)。 例 如 ,动物 细胞 mRNA 有 一 段 富 含 U/GU 序列 ,还 可 能 有 一 段 富 含 U 序列 ， 
前 者 位 于 加 尾 点 的 下 游 ,后 者 位 于 AAUAAA 的 上 游 。 再 如 ,酵母 的 mRNA 在 
AAUAAA 序列 的 上 游 , 还 有 一 段 六 聚 核 苷 酸 序列 ,其 一 致 序列 为 UAUAUA。 而 植物 
mRNA 在 AAUAAA 信号 的 上 游 有 一 段 富 含 U 的 序列 。 


动物 10-30nt 近 30nmt 


高 度 保 守 CA 
酵母 10-30 s30nt 
或 AAAAAA Py(Ah 
及 相关 的 序列 
植物 10-30 nt 福 30nt 


一 -| 
富 含 U 序 列 加 尾 位 点 ， 


及 相关 的 序列 PyA 
个 8-6 加 尾 反 应 需要 的 顺 式 元 件 


参与 加 尾 反 应 的 反 式 因子 包括 ， 

(1) 剪 切 /多 聚 腺 苷 酸化 特异 性 因子 (cleavage and polyadenylation Specificity factor， 
CEPESR》 

CPSF 是 加 尾 反 应 所 必需 的 成 分 ,由 3 个 亚 基 组 成 。 各 亚 基 都 能 与 RNA 结合 ,但 单 
独 存在 时 与 RNA 非特 异性 结合 ,结合 在 一 起 则 特异 性 识别 和 结合 AAUAAA 序列 ,并 参 
与 和 poly A 聚合 酶 以 及 前 切 刺激 因子 的 相互 作用 。 

(2) 前 切 刺 激 因 子 (Ccleavage stimulation factor,CStF) 

CStF 也 是 一 种 RNA 结合 蛋白 ,为 剪 切 反 应 所 必需 , 它 的 功能 是 识别 GCU/U 序列 并 
与 CPSF 结合。 

(3) 前 切 因 子 工 和 开 (cleavage factor TI/ LI,CF IT/ LI) 

CFI 和 CFI 为 内 切 核酸 酶 ,负责 剪 切 反 应 。 

(4) Poly A 聚合 酶 (poly A polymerase,PAP) 

PAP 是 一 种 特殊 的 RNAP, 但 它 不 需要 任何 DNA 模板 ,而 且 只 对 ATP 有 亲 和 人 性 。 
此 酶 负责 催化 在 切 开 的 mRNA 的 3 - 端 连续 添加 多 聚 A 序列 。 


PAP 属于 B 类 聚合 酶 ,与 DNAPB 同属 一 类 。 来 自 酵母 和 牛 体内 的 PAP 的 品 体 结 
构 显 示 ( 图 8-7),PAP 由 3 个 球状 结构 域 组 成 ,由 它们 环绕 的 中 央 裂 颖 构成 酶 的 活性 中 
心 。 其 N 端 结构 域 与 B 类 聚合 酶 的 手掌 结构 域 同 源 , 中 央 结 构 域 在 功能 上 相当 于 需要 
模板 的 聚合 酶 的 手指 ,C 端 结 构 域 与 参与 前 切 / 多 聚 腺 苷 酸化 的 蛋白 质 因子 相互 作用 。 
这 三 个 结构 域 之 间 由 贸 链 相连 ,使 得 结构 域 之 间 很 容易 发 生 相 对 移动 ,从 而 产生 “诱导 契 
合 ”。 在 没有 底 物 结合 之 前 ,PAP 的 活性 中 心 处 于 开放 的 构象 状态 ,一 旦 Mg - ATP 与 
活性 中 心 结合 ,三 个 结构 域 之 间 会 发 生 较 大 的 移动 ,此 时 酶 因 受到 诱导 ,导致 活性 中 心 收 
紧 , 进 入 紧密 而 稳定 的 构象 状态 。 其 活性 中 心 3 个 永远 不 变 的 Asp 残 基 结 合 着 2 个 
Mg ,其 中 有 一 个 Mg 六 也 与 腺 味 叭 的 环 N7 发 生 接 触 ,还 有 其 他 对 催化 有 贡献 的 保守 氮 
基 酸 残 基 也 与 腺 苷 酸 有 接触 。 这 些 接触 连同 与 ATP 结合 的 Mg 构成 了 有 效 识 别 ATP 
的 机 制 。 


侠 8-7 牛 的 PAP 与 Me+- ATP 形成 的 复合 物 的 三 维 结构 


(5) 多 聚 A 结 合 蛋白 (polyA binding protein,PABP) 

PABP 有 PABPN1 和 了 PABPC 两 类 ,其 中 PABPN1 存在 于 细胞 核 ,PABPC 存在 于 细 
胞 质 。PAP 一 开始 以 "散漫 ?的 形式 催化 A 的 添加 ,直至 长 到 够 核 里 面 的 PABPN1 结合 ， 
这 时 PAP 受 到 刺激 ,进行 性 大 增 。 而 一 旦 多 聚 人 尾巴 长 度 达 到 一 临界 值 以 后 ,PABPN1 
又 通过 形成 多 聚 体 的 结构 ,终止 加 尾 反 应 ,并 对 尾巴 具有 保护 作用 。 在 mRNA 进入 细胞 
质 以 后 ,PABPC 开始 与 多 聚 A 稳定 结合 ,并 参与 翻译 的 起 始 。 

3. 加 旦 反应 的 历程 

只 有 mRNA 才 会 加 尾 , 这 除了 与 加 尾 反应 的 顺 式 元 件 和 反 式 因子 有 关 以 外 ,还 与 
RNAPI 最 大 亚 基 在 CTD 上 的 七 肽 重复 序列 Ser2 的 磷酸 化 (Ser2P) 有 关 ( 图 8-4)。 
Ser2P 有 助 于 将 各 种 与 加 尾 有 关 的 反 式 因子 招募 到 mRNA 前 体 上 。 

加 尾 涉 及 的 主要 反应 包括 (图 8-8): 首 先是 CPSF 识别 和 结合 AAUAAA 序列 ; 随 
后 是 CFT CFIT .CStF 和 了 PAP 依次 被 招募 进来 .在 CEFI 和 CEFL 的 催化 下 ,mRNA 前 
体 在 AAUAAA 序列 的 下 游 某 一 位 置 被 切 开 ,PAP 则 在 新 暴露 的 3 - 端 催化 多 聚 腺 苷 酸 
化 反应 。 一 开始 多 聚 腺 苷 酸化 的 反应 进行 得 很 慢 , 但 在 CF TCFI、CStFE 和 mRNA 前 
体 被 切 开 的 3 - 端 序列 解 离 下 来 以 后 ,PABPNI1 与 已 形成 的 多 聚 A 结合 ,导致 多 聚 腺 苷 酸 
化 反应 加 快 ,使 polyA 尾巴 进一步 延伸 到 合适 的 长 度 。 


第 八 章 “” 转录 后 加 工 


人 如 果真 核 细 了 驳 中 被 


引入 大 量 的 器 草 素 .你 认为 


299 


Box 8 -1 CTD 密码 


真 核 生 物 细 胞 核 中 的 RNAP[ 除了 催化 蛋白 质 基 因 和 绝 大 多 数 IniRNA 基 因 的 转 
录 以 外 ,在 转录 的 过 程 中 还 能 扫描 出 现在 DNA 模板 上 的 损伤 和 修饰 周围 的 染色 质 。 
此 外 ,通过 有 蛋白质 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 ,RNAP 开 还 可 将 对 正在 转录 的 mRNA 进 
行 各 种 后 加 工 的 蛋白 质 因子 招募 过 来 。 RNAP 开 的 这 些 功能 与 其 最 大 亚 基 的 CTD 所 
起 作用 是 分 不 开 的 。 正 是 CTD 将 转录 与 组 蛋白 的 甲 基 化 `.mRNA 加 帽 ,mRNA 剪接 
和 mRNA 加 尾 偶 联 起 来 。 

CTD 只 存在 于 RNAPI ,并 不 存在 于 RNAP 工 和 亚 , 共 本 质 就 是 一 段 七 肽 重复 序 
列 , 而 七 肽 重复 序列 的 一 致 序列 是 YSPTSPS, 重 复 次 数 对 于 不 同 的 真 核 生 物 来 说 不 尽 
相同 ,一 般 为 27 一 52。CTD 并 不 是 RNAPI[ 俊 化 转录 反应 所 必需 的 ,但 在 一 轮转 录 循 
环 中 处 于 高 度 的 磷酸 化 状态 。 许 多 蛋白 质 可 以 与 样 酸化 的 CID 相互 作用 ,它们 包括 
调节 转录 起 始 的 介 导 蛋白 复合 物 ` 某 些 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 .加 避 酶 ,加 尾 因子 和 剪辑 因 
子 等 。 然 而 ,这 种 简单 的 七 肽 序列 是 如 何 能 够 与 多 人 外 目标 相 作用 的 呢 ? 显然 ,CID 不 可 
能 在 转录 循环 中 一 直 结 合 着 这 些 蛋 白质 ， 而 是 在 合适 的 时 候 分 别 与 各 类 有 蛋白质 结 合 。 
在 其 中 ,CTD 会 发 生 一 系列 未 同形 式 的 磷酸 化 和 构象 变化 ,从 而 为 各 类 蛋白 质 创 造 特 异 
性 结合 位 点 ,似乎 在 这 于 隐藏 着 各 类 有 蛋白质 结合 所 需要 的 特殊 化 学 信息 * 即 CID 密码 。 

在 一 轮转 录 循 环 中 ,主要 有 两 次 发 生 在 'CTD 不 同位 置 的 磷酸 化 修饰 。 第 一 次 是 
发 生 在 Ser5 ,由 靠近 启动 子 的 基础 转录 因子 TFILH 众 化 ,Ser5 的 磷酸 化 (Ser5P) 可 将 
加 避 酶 招募 过 来 。 有 人 对 和 白色 念珠 菌 (Caida al5icazas) 参 与 加 巾 的 鸟 苦 酸 转移 酶 
(Cgtl) 与 杰 酸 化 的 CTD 肽 形成 的 复合 物 的 结构 进行 了 研究 ， 以 玻 译 其 中 的 CTD 密码 
是 如 何 被 阅读 的 。 他 们 使 用 的 CTD 肽 含有 四 休 重 复 的 七 肽 序列 ,每 一 个 重复 序列 中 
的 Ser5 均 发 生 了 磷酸 化 。 但 只 看 到 两 个 七 肽 重复 序列 参与 结合 。 三 酸化 的 肽 结合 在 
Cgtl 活性 中 心 的 裂缝 中 , 洪 中 相 邻 七 肽 重复 序列 中 的 2 从 Ser-P 结合 在 裂缝 两 侧 两 
个 带 正 电荷 的 口袋 中 ,此 外 ,每 一 个 重复 序列 中 的 Tyr 和 2 个 Ero 也 参与 结合 。 第 二 
次 磷酸 化 发 生 在 转录 延伸 阶段 ,受到 磷酸 化 的 是 Ser 2(Ser2P) ,可 由 不 同 的 蛋白 质 激 
酶 催化 。Ser2P 充当 了 招募 加 尾 因子 的 密码 。 于 是 ,上 述 两 次 主要 的 磁 酸 化 有 助 于 区 
分 转录 的 早期 和 后 期 的 后 加 工 反应 。 

CTD 密码 除了 与 大 酸 化 有 关 以 外 ,还 可 能 与 紧 随 两 个 磅 酸化 的 Ser 与 其 后 的 Pro3 
和 Pro6 形成 的 耿 键 顺 反 异 构 有 关系 。 已 发 现 ,催化 与 Pro 亚 氨 基 有 关 的 肽 键 顺 反 异 构 
的 Pinl/Essl 可 作用 克 酸 化 减 基 之 后 的 Pro, 从 而 参与 TIRNA 在 3 -端的 后 加 工 。 

如 果 将 Ser2P 和 Ser5P 与 Pro3 和 Pro6 人 仍 起 来 ;在 一 段 七 
肽 重复 序列 之 中 ,共有 16 种 不 同 的 组 合 ( 见 下 表 ) 


4 个 磷酸 化 样式 4 种 与 Pro 亚 氨 基 有 关 肽 键 的 顺 反 异 构 
Ser2 ,Ser5 反 Pro3 和 反 Pro6 
Ser2P 反 Pro3 和 顺 Pro6 
Ser5P 顺 Pro3 和 反 Pro6 攻 
Ser2P 和 Ser5P 顺 Pro3 和 顺 Pro6 
4.“ 尾 巴 "的 功能 
多 聚 A 尾巴 至 少 有 五 个 功能 ， 
(1) 提高 mRNA 的 稳定 性 


这 是 因为 多 聚 A 尾巴 在 与 PABP 结合 以 后 可 保护 mRNA, 使 其 抵抗 3 -外 切 核酸 酶 
的 消化 。 已 有 证 据 表 明 ,尾巴 的 长 度 可 能 是 受到 调控 的 。 当 一 种 mRNA 的 尾巴 长 度 降 
到 一 个 临界 值 ( 酵 母 邱 10 一 15 A) 以 后 ,常常 充当 mRNA 的 降解 信号 。 实 际 上 , 某 些 生物 
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加 尾 信号 


7 (AAUAAA) 


倡 8-8 真 核 细胞 mRNA 前 体 加 尾 反 应 模式 图 


在 发 育 早期 阶段 ,可 以 通过 控制 mRNA 尾巴 的 长 度 而 调节 某 些 基 因 的 表达 。 

Daniel Gallie 通过 实验 证 明 ,5- 端 的 帽子 和 3 -端的 尾巴 可 以 协同 作用 ,促进 mRNA 
的 稳定 ,增强 mRNA 的 翻译 效率 。 多 聚 A 可 以 使 带 有 帽子 结构 的 mRNA 翻译 效率 提高 
21 倍 , 而 帽子 结构 可 以 使 多 聚 腺 苷 酸化 的 mRNA 翻译 效率 放大 297 倍 。 

(2) 提高 mRNA 翻译 的 效率 

Michel Revel 等 人 利用 卵 母 细 胞 所 做 的 体内 实验 发 现 ,不 带 多 聚 A 的 mRNA(CPpoly 
A mRNA) 与 带 多 聚 人 的 mRNA(poly AmRNA) 开 始 时 翻译 速度 没有 什么 差别 ,但 在 
6 小 时 后 ,前 者 已 经 不 能 翻译 了 ,而 后 者 仍然 有 很 高 的 翻译 活性 。David Munroe 等 人 则 
利用 兔 网 织 红 细胞 抽 提 液 , 比 较 了 poly A mRNA 和 polyA mRNA 的 翻译 速度 ,结果 不 
管 是 否 有 帽子 结构 ,poly A mRNA 的 翻译 效率 都 高 于 poly A mRNA。 

多 聚 A 尾 巴 之 所 以 能 提高 mRNA 的 翻译 ,一 方面 是 因为 poly A mRNA 半衰期 比 
poly A_ mRNA 长 , 另 一 方面 更 重要 的 是 因为 PABPC 与 多 聚 A 结 合 。 与 多 聚 A 结合 的 
PABPC 在 翻译 起 始 阶段 ,可 与 起 始 因 子 eIF - 4G 相互 作用 ,促进 mRNA 的 环 化 ,有 利于 
多 聚 核糖 体 (polysome) 的 形成 ,从 而 增强 mRNA 的 可 翻译 性 。 有 人 将 过 量 的 多 聚 A 加 
和 到 真 核 生物 体外 翻译 系统 之 中 ,使 其 竞争 结合 PABPC, 结 果 发 现 可 以 抑制 带 有 帽子 的 
poly Ar mRNA 的 翻译 。 

然而 ,多 聚 A 尾巴 并 不 是 mRNA 翻译 必 不 可 少 的 ,因为 某 些 mRNA 虽然 没有 尾巴 ， 
但 仍然 能 够 被 有 效 地 翻译 ,比如 组 蛋白 的 mRNA。 

(3) 影响 最 后 一 个 内 含 子 的 切除 

多 聚 A 和 帽子 结构 都 参与 了 mRNA 的 剪接 。 多 聚 A 也 只 参与 距 它 最 近 的 内 含 子 
的 剪接 ,而 不 作用 相 上 臣 较 远 的 内 含 子 。 

(4) 创造 终止 密码 子 

某 些 mRNA 先天 缺乏 终止 密码 子 , 但 通过 加 尾 反应 ,可 在 UG 序列 后 产生 UGA, 或 


第 八 章 ，” 转录 后 加 工 
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在 UA 序 列 后 产生 UAA。 

(5) 通过 选择 性 加 尾 (Calternative tailing) 调 节 基 因 的 表达 

已 发 现 许多 mRNA 前 体 的 3 - 端 含有 不 止 一 个 拷贝 的 AAUAAA 序列 ,细胞 可 利用 
不 同 的 加 尾 信号 进行 加 尾 反 应 ,从 而 形成 不 同 长 度 的 mRNA, 最终 导 致 一 个 基因 编码 出 
不 同 的 蛋白 质 。 

由 于 只 有 mRNA 才 有 尾巴 ,因此 可 使 用 含有 寡 聚 脱氧 胸 苷 酸 (oligo dT) 或 寡 聚 尿 苷 
酸 (oligo U) 的 亲 和 柱 ,将 带 有 多 聚 A 尾 巴 的 mRNA 与 其 他 类 型 的 RNA 分 离开 来 。 此 外 ， 
还 可 以 使 用 人 工 合成 的 oligo dT 作为 引物 ,将 含有 多 聚 A 的 mRNA 逆转 录 成 cDNA。 

(三 ) 无 多 聚 A 尾 巴 的 mRNA 在 3 -端的 后 加 工 

组 蛋白 mRNA 因 缺 乏 加 尾 信 号 AAUAAA, 所 以 不 能 进行 加 尾 反 应 ,但 这 并 不 意味 
着 它 的 3 端 就 没有 后 加 工 反 应 。 组 蛋白 mRNA 在 3 - 端 所 发 生 的 后 加 工 仅仅 是 一 次 位 
点 特异 性 剪 切 ,与 剪 切 有 关 的 顺 式 元 件 有 2 个 :一 个 是 由 6 bp 的 共和 4 nt 环 组 成 的 葵 环 
结构 ,另外 一 个 是 组 蛋白 下 游 元 件 (histone downstream element, HDE)。 葵 环 结构 可 结 
合 一 个 葵 环 结合 蛋白 (stem-loop binding protein,SLBP) 。HDE 富 含 味 叭 ,是 U7 snRNP 
结合 的 地 方 。U7 snRNP 是 通过 snRNA 与 HDE 内 的 碱 基 互 补 配对 结合 的 。SLBP 可 作 
用 U7 snRNP, 从 而 稳定 U7snRNP 与 HDE 的 结合 。 剪 切 总 是 发 生 在 这 两 个 元 件 之 间距 
离 葵 环 结构 5 nt 的 地 方 。U7 snRNP 的 功能 是 将 参与 前 切 的 内 切 酶 招募 进来 。 已 有 证 
据 表 明 ,被 U7 snRNP 招募 来 的 内 切 酶 居然 是 参与 加 尾 反 应 的 CPSF 的 CPSF -73 亚 基 。 
通过 位 点 特异 性 前 切 , 葵 环 结构 得 以 暴露 在 组 蛋白 mRNA 的 3- 端 (图 8- 9)。 这 种 蕉 环 
结构 参与 调节 组 蛋白 mRNA 从 细胞 核 到 细胞 质 的 运输 ,以 及 在 细胞 质 中 的 稳定 性 和 翻 
译 效率 。 。 
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侠 8-9 组 蛋白 mRNA3'- 端 的 后 加 工 

(四 ) 内 部 甲 基 化 

mRNA 的 内 部 甲 基 化 主要 是 指 mRNA 分 子 上 的 某 些 腺 味 叭 (通常 在 GAC 序列 之 
中 )N6 经 历 甲 基 化 修饰 ,形成 N6 - 甲 基 腺 唆 叭 (N6 - methyladenesine,msA) 的 过 程 。 内 
含 子 和 外 显 子 上 都 可 能 发 生 这 种 修饰 。 已 经 发 现 这 种 化 学 修饰 是 可 逆 的 (图 8 - 10), 催 
化 甲 基 化 的 酶 是 受 肾 母 细 胞 瘤 1 相关 和 蛋白 (Wilms” tumor 1 associating protein, WTAP) 
协助 的 由 METTL3 - METTL14 两 个 甲 基 转 移 酶 构成 的 异 源 复 合体 ,催化 去 甲 基 化 的 酶 
有 au -=- 酮 成 二 酸 依 顿 性 双 加 氧 酶 FTO(Ca - ketoglutarate-dependent dioxygenases FTO) 和 
ALKBH5。 其 中 ,FTO 催化 的 反应 分 两 步 :第 一 步 是 催化 mA 转变 成 N6 - 羟 甲 基 A 
(hmsA) ,第 二 步 是 催化 hmsA 转变 为 N6 - 甲 酰 化 ACEA)。fA 一 旦 形成 ,可 自发 地 转变 
为 A。 细 胞 内 一 些 特 殊 的 蛋白 质 可 识别 并 结合 甲 基 化 的 A, 从 而 调节 mRNA 的 功能 。 
有 多 种 细胞 过 程 受到 甲 基 化 A 的 影响 :在 细胞 核 m A 可 影响 到 RNA 的 输出 、 核 滞留 和 
剪接 ;在 细胞 质 , YTHDF2 可 与 含 mA 的 RNA 结 合 , 引 导 其 进入 加 工 小 体 (processing 
bodies,P 小 体 ) ,从 而 加 速 其 训 变 。P 小 体 可 形成 动态 的 胁迫 颗粒 ,贮存 和 释放 特定 的 
mRNA, 从 而 影响 到 它们 的 翻译 。 

(五 ) 剪接 

剪接 这 种 后 加 工 方式 是 在 发 现 基 因 断 裂 的 现象 后 确定 的 。1977 年 ,分 别 由 Phillip 


METTL3 METTL14 
| | 


伪 s-10 可 逆 的 mRNA 内 部 甲 基 化 


Sharp 和 Richard Roberts 领导 的 两 个 研究 小 组 ,几乎 同时 在 腺 病毒 晚期 表达 的 蛋白 质 基 
因 中 发 现 了 基因 断裂 现象 。 

他 们 使 用 的 是 R- 环 技术 ,其 操作 流程 是 (图 8- 11) :将 一 种 蛋白 质 的 mRNA 与 变性 
的 基因 组 DNA 进行 杂交 ,如 果 其 基因 是 连续 的 , 那 mRNA 的 编码 区 序列 与 其 基因 模板 
链 序列 呈 连 续 互 补 , 就 不 可 能 有 非 互补 序列 以 环 的 形式 突出 来 ;反之 ,如 果 基 因 是 断裂 
的 , 那 在 杂交 以 后 ,由 于 基因 编码 链 上 的 部 分 序列 已 不 存在 于 成 熟 的 mRNA 分 子 上 ,就 
会 以 R- 环 的 形式 凸 出 来 ,这 在 电镜 下 可 以 观测 到 。 由 于 mRNA 容易 水 解 ,也 可 以 先 将 
它 逆 转录 成 为 稳定 的 cDNA 后 ,代替 mRNA 进行 杂交 实验 。 
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变性 


一 一 一 
一 


电镜 观察 
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a 上 基因 模板 链 


DNA-RNA 
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到 8-11 R 环 实验 
四 全 8-12 R 环 实验 的 结 


Sharp 和 Roberts 当时 的 实验 结果 如 图 8- 12 所 示 , 图 中 出 现 了 3 个 R 环 ,这 表明 他 果 及 其 对 结果 
们 研究 的 基因 断裂 了 3 次 。 到 了 1978 年 上 半年 ,人 们 使 用 R 环 技术 相继 发 现 B- 珠 蛋 的 解释 
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白 、. 免 疫 球 蛋 白 . 卵 清 蛋 白 和 某 些 tRNA 和 rRNA 基因 也 是 不 连续 的 。 同 年 , Walter 
Gilbert 引 入 了 外 显 子 (exon) 和 内 含 子 (intron) 这 两 个 概念 ,分 别 表示 基因 中 编码 氨基 本 
和 不 编码 氨基 酸 的 碱 基 序列 。 一 个 断裂 基因 在 转录 的 时 候 , 外 显 子 和 内 含 子 一 起 被 转录 
在 同一 个 初级 转录 物 之 中 ,但 内 含 子 并 不 出 现在 最 终 成 熟 的 mRNA 分 子 上 , 而 是 被 剪 切 
出 去 。 细 胞 内 这 种 将 内 含 子 去 除 并 将 相 邻 的 外 显 子 连接 起 来 的 过 程 称 为 剪接 。 

基因 断裂 在 真 核 生物 及 其 病毒 的 基因 组 中 是 很 普遍 的 现象 。 在 高 等 生物 的 基因 组 
中 , 绝 大 多 数 蛋白 质 基 因 是 断裂 的 ,只 有 少数 是 连续 的 ,例如 组 蛋白 ,而 在 低 等 真 核 生 物 
中 的 基因 断裂 现象 要 少 得 多 。 此 外 ,断裂 基因 含有 的 内 含 子 数 目 不 一 定 相 同 ,同样 ,内 含 
子 大 小 也 会 有 差别 。 以 哺乳 动物 的 磷酸 丙 糖 异 构 酶 (triose phosphate isomerase) 的 基因 
为 例 ( 图 8-13), 它 有 8 个 内 含 子 和 9 个 外 显 子 , 其 每 一 个 外 显 子 对 应 于 一 个 结构 域 。 而 
编码 人 体内 最 大 的 一 种 蛋白 质 一 一 肌 巨 蛋白 (titin) 的 基因 含有 362 个 内 含 子 和 363 个 外 
显 子 。 再 以 抗 肌 营养 不 良 蛋白 (dystrophin) 基 因为 例 , 它 共有 78 个 内 含 子 , 其 mRNA 前 
体 的 长 度 在 2X10' nt 以 上 ,但 成 熟 的 mRNA 只 有 1. 4X10 个 核 苷 酸 ! 一 般 阅 来 ,一 个 
典型 的 真 核 生物 蛋 白质 的 基因 的 外 显 子 序列 约 占 10%% ,其 余 的 序列 属于 内 含 子 。 
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僵 8-13 磷酸 丙 糖 异 构 酶 基因 结构 及 其 mRNA 前 体 的 后 加 工 


基因 断裂 并 不 是 蛋白 质 或 者 多 肽 基因 特有 的 现象 ,许多 rRNA 和 tRNA 的 基因 也 是 
断裂 的 ,只 不 过 是 剪接 的 机 制 有 所 差别 。 下 面 首 先 介绍 细胞 核 mRNA 前 体 的 剪接 机 制 。 

1， 草 接 反应 是 共 转录 事件 

严格 地 说 来 ,剪接 反应 与 加 帽 和 加 尾 一 样 都 属于 共 转 录 事 件 。 以 人 抗 肌 营 养 不 恨 基 
因为 例 , 其 基因 序列 十 分 庞大 ,转录 完成 一 次 约 需要 16 个 小 时 ,很 难 想象 它 的 剪接 反应 要 
等 到 长 达 2X10 个 核 苷 酸 的 前 体 转录 完成 以 后 才 进 行 。 此 外 ,有 人 使 用 电镜 , 直接 观测 到 
果 蝇 的 早期 豚 胎 新 生 的 转录 物 的 剪接 是 共 转 录 反 应 ,而 且 剪 接点 的 选择 早 于 加 尾 点 的 选择 。 

2 细胞核 mRNA 前 体 葛 接 的 机 理 

mRNA 前 体 的 剪接 是 高 度 精确 的 。 其 精确 性 同样 取决 于 顺 式 元 件 和 反 式 因子 :最 


重要 的 顺 式 元 件 位 于 外 显 子 和 内 含 子 交 界 处 ,而 反 式 因子 主要 是 五 种 核 小 核糖 核酸 蛋白 
颗粒 (small nuclear ribonucleoprotein ,particle, snRNP) 以 及 一 些 游 离 的 蛋白 质 因子 
(图 8-14) 。 
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内 含 子 外 显 子 内 含 子 外 显 子 ”内 合子 
侠 8- 14 参与 及 调节 剪接 反应 的 各 种 顺 式 元 件 和 反 式 因子 之 间 的 相互 作用 
(1) 剪接 反应 的 顺 式 元 件 
通过 分 析 、 比 较 多 种 内 含 子 剪接 点 附近 的 核 苷 酸 序列 ,已 找 出 了 控制 剪接 反应 的 几 
种 顺 式 元 件 ( 图 8- 15): 它 们 主要 有 三 种 :一 是 存在 于 外 显 子 和 内 含 子 交 界 处 的 一 段 高 
度 保 宁 的 序列 ,其 一 致 序列 是 位 于 5 -剪接 点 (5 - splicing site,5 - SS) .属于 内 含 子 的 前 
两 个 GU 和 位 于 3 -前 接点 (3 - splicing site,3 - SS) 最 后 两 个 AG, 这 样 的 序列 有 时 称 为 
GU- AG 规则 (the GU - AG rule) ;二 是 在 3- SS 上 游 不 远 处 存在 一 段 主要 由 11 个 喀 啶 
碱 基 组 成 的 序列 ;最 后 是 存在 于 内 含 子 内 部 的 一 段 被 称 为 分 支点 (branch point) 的 保守 序 
列 。 在 酵母 细胞 中 ,这 一 段 一 致 序列 几乎 是 不 变 的 ,总 是 UACUAAC, 该 序列 对 于 剪接 反 
应 的 发 生 至 关 重 要 。 除 了 以 上 三 种 剪接 信和 号 以 外 ,在 很 多 外 显 子 内 还 发 现 了 外 显 子 剪接 
增强 子 C(exonic splicing enhancer,ESE) 。 不 言 而 喻 ,ESE 所 起 的 作用 是 增强 前 接 的 效率 。 


5'-SS 分 支点 序列 3'-SS 


A/CAG |1GUPuAGU CUPuAPy 


-20-50 个 碱 基 一 ~ 
内 台子 一 一 一 一 ~ 


Py: 喀 院 一 
Pu: 呆 吟 


冬 8 - 15 参与 真 核 细胞 核 mRNA 前 体 剪 接 反应 的 顺 式 元 件 


(2) 剪接 反应 的 反 式 因子 

在 剪接 反应 中 , 顺 式 元 件 的 识别 以 及 相 邻 外 显 子 的 相互 靠近 是 最 重要 的 环节 。 
snRNP 在 这 两 个 环节 都 起 着 十 分 重要 的 作用 。snRNP 由 snRNA 和 蛋白质 组 成 的 复合 
物 ,而 snRNA 是 细胞 核 内 一 些 序列 高 度 保守 的 小 RNA。snRNA 一 般 由 60 nt 一 300 nt 
组 成 ,在 细胞 中 含量 极为 丰富 ,可 达 10 一 10' 分 子 / 细 胞 。 由 于 富 含 U, 所 以 用 癌 加 上 数 
字 来 表示 不 同 的 snRNA。 

有 一 类 和 蛋白质 是 许多 snRNP 共有 的 ,这 一 类 和 蛋白质 是 Sm 蛋白 ,它们 是 剪接 反应 必 
需 的 ,针对 Sm 蛋白 的 抗体 可 抑制 体外 的 剪接 反应 。 共 有 7 种 Sm 蛋白 ,它们 被 称 为 B/ 
B' 、D1.D2.D3、EF 和 G。 每 一 种 Sm 蛋白 具有 相似 的 三 维 结构 ,由 一 段 "螺旋 和 紧 随 其 
后 的 5 个 B- 股 组 成 。Sm 蛋白 之 间 通 过 B- 股 相互 作用 ,可 形成 一 个 环绕 RNA 的 环 。 而 
许多 snRNA 上 含有 一 个 能 被 Sm 蛋白 识别 的 特殊 序列 ,该 序列 称 为 Sm RNA 模 体 (Sm 
RNA motif) 。 

参与 前 接 反 应 的 snRNP 有 Ul - snRNP、U2 - snRNP、U4 - snRNP、U5 - snRNP 和 
U6 - snRNP( 表 8-1)。 其 中 ,U]l - snRNA 含有 与 mRNA 前 体 5 - SS 互补 的 序列 ,因此 
它 的 功能 是 负责 识别 5 - SS 的 信号 ;U2 - snRNA 含有 与 分 支点 互补 的 序列 ,因此 它 的 主 
要 功能 是 识别 分 支点 。 此 外 ,U2 与 U6 之 间 也 存在 互补 的 碱 基 对 ,这 两 种 snRNA 通过 
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表 8-1 参与 剪接 反应 的 5 种 snRNA 


_UL 内 含 子 的 5.- 端 ”识别 和 结合 5- SS。 


U2 分 才 点 一， 全 全 在 剪接 体 组 装 中 ,也 与 U6 snRNA 


结合 并 失 活 U6。 在 剪接 体 组 装 中 ,U4~-U6 之 间 的 碱 基 
Ui UsnRNA “配对 被 U2 一 U6 之 间 的 剪接 配对 所 取代 。UE 也 取代 Ul 
与 5 SS 的 相互 作用 。 


上 上 游 外 显 子 和 人 rev 
U5 下 游 外 显 子 与 相 邻 的 2 人 以 防止 它们 离开 剪接 体 。 
U6 U4( 和 U2) 在 剪接 体 中 与 U2 结合 ,与 口 2 一 起 催化 剪接 反应 。 


配对 形成 两 段 双 螺旋 。 已 有 证 据 表 明 , 这 两 段 双 螺旋 对 于 剪接 反应 非常 重要 ; U5 - 
snRNP 并 没有 任何 与 剪接 信号 互补 的 序列 ,但 它 能 够 与 前 一 个 外 显 子 的 最 后 一 个 核 苷 
酸 以 及 下 一 个 外 显 子 的 第 一 个 核 苷 酸 结合 ,这 种 结合 有 助 于 将 两 个 相 邻 的 外 显 子 拉 到 一 
起 ;U6 - snRNP 除了 能 与 U2 配对 以 外 ,还 能 与 内 含 子 的 5 - 端 序列 互补 配对 ,也 能 与 
U4-snRNP 之 间 配 对 。U4 和 U6 之 间 的 配对 导致 两 者 形成 紧密 的 复合 物 。 

除了 五 种 snRNP 以 外 ,还 有 几 种 重要 的 蛋白 质 复 合 物 ` 一 些 游离 的 酶 和 辅助 性 的 蛋 
白质 因子 。 例 如 ,Prpl9 复合 物 或 19 复合 物 Cnineteen complex) NTC 以 及 NTC 相关 和 蛋 
白 (NTC-related,NTC)。 在 许多 非 snRNP 组 分 的 蛋白 质 中 ,有 一 类 是 富 含 丝 氨 酸 和 精 氨 
酸 的 蛋白 质 (serine/ arginine-rich protein,SR 蛋白 ) ,它们 所 起 的 作用 主要 是 与 ESE 结合 , 招 
募 其 他 的 剪接 因子 (splicing factor， 


SF) ,调节 选择 性 剪接 。 还 有 一 些 2 
蛋白 质 作 为 RNA 解 链 酶 参与 as 
snRNP 结构 的 重 排 。 ES 

(3) 剪接 反应 的 场所 一 剪接 体 下 人 

剪接 体 (spliceosome) 主要 是 由 冯 二 
三 人 = 5-SS 前 切 以 及 

第 一 次 转 酯 反应 

在 细胞 核 内 按照 一 定 的 次 序 组 装 起 套 索 结构 形成 
来 的 超 分 子 复 合 物 (图 8 - 17) ,其 
中 含有 的 蛋白 质 上 百 种 ,沉降 系数 
在 50 S~60S 之 间 , 略 小 于 核糖 体 。 下 
剪接 反应 就 发 生 在 剪接 体内 。 就 oO AN 
剪接 反应 本 身 来 说 ,并 不 复杂 , 仅 是 人 
仅 是 2 次 连续 的 转 酯 反应 二 
(transesterification)( 图 8- 16): 第 2 ?一 国 有 
一 次 转 酯 反应 发 生 在 5- SS, 首 先 第 一 次 屠 本 反应 | 外 显 子 连接 
由 分 支点 内 的 一 个 腺 音 酸 残 基 , 利 C 
用 它 的 2"- 凑 基 作为 亲 核 基 团 , 对 | 
5'- SS 处 的 磷酸 二 醒 键 作 亲 核 进 sm ,人 一 人 
攻 , 而 导致 该 位 点 的 3 ,5 -磷酸 二 0 一 0”\a， ( 欧 接 好 的 mRNA) 
酯 键 的 断裂 。 在 5- SS 上 的 磷酸 二 os on 
酯 键 断裂 的 同时 ,分 支点 腺 苷 酸 2'- 
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磷酸 二 酯 键 ;第 二 次 转 酯 反应 发 生 在 3 - SS, 由 刚刚 释放 出 来 的 5 -外 显 子 , 利 用 它 3 - 产 
基 作 末 核 基 团 , 对 3- SS 上 的 磷酸 二 酯 键 作 亲 核 进攻 ,从 而 使 得 内 含 子 以 套 索 (lariat) 结 


构 的 形式 被 释放 ,同时 ,两 个 相 邻 的 外 显 子 通过 新 的 磷酸 二 酯 键 连 接 起 来 。 

(4) 剪接 体 的 组 装 及 剪接 反应 的 基本 过 程 

剪接 体 的 组 装 是 一 个 高 度 有 序 的 过 程 , 许 多 步 又 需 要 消耗 ATP, 而 且 剪接 体 本 身 又 
处 在 动态 变化 中 ,这 主要 表现 在 成 分 和 构象 上 。 随 着 剪接 反应 的 进行 , 某 些 成 分 可 能 离 


开 前 接 体 , 某 些 成 分 也 可 能 进入 剪接 体 。 一 旦 剪接 反应 完成 ,剪接 体 即 解体 ,而 里 面 的 许 


多 成 分 可 循环 利用 。 


KR 知 胞 内 迁 有 哪些 重 


要 的 过 程 涉 人 


ea 的 基本 步骤 包括 (图 8- 17): 首 先是 Ul1 - snRNP 和 U2 - 


snRNP 分 别 识别 并 结合 5 - SS 
和 分 支点 ,形成 剪辑 体 A Wi 
(spliceosomal A complex)。 在 这 
之 前 ,分 支点 结合 蛋白 (branch 
point binding protein, BBP) 结合 
在 分 支点 上 ,因此 U2 - snRNP 在 
结合 时 需要 取代 BBP, 并 与 分 支 
点 上 的 一 致 序列 发 生 碱 基 配 对 ， 


形成 一 段 短 的 RNA- RNA 双 螺 


旋 。 这 又 需要 U2 辅助 因子 (U2 
auxiliary factor,U2AF) 的 帮助 和 
ATP 的 水 解 。 然 而 ,U2 - snRNA 
与 分 支点 一 致 序列 之 间 的 配对 并 
不 完美 ,这 里 的 不 完美 表现 在 分 
支点 内 有 一 个 A 刚 好 无 互补 配 
对 的 U, 因 此 就 突出 在 双 螺 旋 之 
外 被 激活 (图 8- 18 和 图 8- 19)， 
为 随后 的 第 一 次 转 酯 反应 提供 了 
便利 ;很 快 ,U4/U6- U5 - snRNP 
三 聚 体 被 招募 到 剪接 体 A 复合 
物 上 ,导致 预 催化 了 复合 物 (pre- 
catalytic B complex) 的 形成 ;此 
后 ,snRNP- 发 生 重 排 , U6 一 方面 
代替 UL- snRNP 与 5- SS 的 一 
致 序列 结合 , 另 一 方面 与 U4 脱 
离 ， 转 而 与 U2 结合 ,这 时 NTC 
和 NTR 也 被 招募 进来 ,产生 激活 
的 也 复合 物 。 此 时 U6 的 “ 脚 踩 

只 船 ”> ,将 分 支点 突出 的 腺 苷 酸 
上 的 2- 羟基 拉 近 到 5 - SS ,为 第 
一 次 转 酯 反应 创造 了 条 件 。 
此 ,激活 的 也 复 合 物 很 快 转变 为 
能 够 催化 的 构象 状态 ,催化 第 一 
次 转 酯 反应 。 形 成 的 产物 称 为 C 
复合 物 或 催化 步骤 工 剪接 体 


(catalytic step spliceosome ) 。 


5 -剪接 点 3/- 前 接点 


AN 0 
ne 和 宗 4 ee 


Ul snRNP 
BBP U2 SnRNP 
U2AF 


U2 SnRNP 


Ul snRNP 


US SnRNP 


5 '-- 剪 接点 前 切 ， 
Ul1.U4 -NE 


U6 SnRNP 


3 -剪接 点 剪 切 ， 
相 邻 外 显 子 连接 。 


号 
。 外 显 子 | 。 外 显 子 ?2 ， 
TRACE 
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此 复合 物 中 含有 被 切 出 的 5 -外 显 子 以 及 内 含 子 与 3 -外 显 子 相连 的 套 索 状 中 间 物 ;在 进 
行 第 一 次 转 酯 反应 以 后 , 紧 接 着 U5 - snRNP 经 历 了 依赖 于 ATP 的 重 排 ,将 相 邻 的 外 显 
子 拉 到 一 起 ,为 第 二 次 转 酯 反应 创造 了 条 件 。 第 一 次 转 酯 反应 中 游离 出 来 的 外 显 子 以 其 
3 -羟基 作 亲 核 试剂 , 亲 核 进攻 3 - SS 上 的 磷酸 二 酯 键 ,导致 外 显 子 连接 而 形成 催化 后 了 
复合 物 (postrcatalytic P complex) 。 随 后 ,已 连接 好 的 外 显 子 释 放出 来 ,而 内 含 子 仍 然 与 
内 含 子 套 索 剪接 体 复 合体 (intron-lariat spliceosomal complex,ILS) 相 连 ,但 最 终 会 释放 出 
来 并 被 水 解 。 到 此 阶段 ,剪接 反应 已 经 完成 。 于 是 ,剪接 体 发 生 解 体 ,释放 出 snRNP、 
NTC 和 NTR。 它 们 可 循环 利用 ,重新 参与 下 一 轮 剪 接 反应 。 


外 显 子 


3 GX 上 
| 1 U2 snRNA 冰 
37-SS 取代 最 初 与 
分 支点 结合 
的 BBP 


伟 8-18 分 支点 腺 苷 酸 2/- OH 的 突出 以 及 S'- SS 和 3'- SS 的 结构 


依赖 于 ATP 。 外 显 子 1 
的 重 排 


(2) 
外 显 子 2 ”依赖 于 ATP 过 突出 的 A 
(3) 
, 
6 1 汪 
6|- 1 站 县 了 中 这 
外 显 子 1 Fi 5 9 
2 世上 人 S 了 
ES 6 二 
Sa 9 
[ER ASAEA U2 \ ] AduAd 
AUGAUGUG } 区 二 ES 
| SN 一 三 3 / 依赖 于 ATP | U2 
， \ “的 重 排 ”外 显 子 2 


外 旺 子 ? 
个 8-19 真 核 细 胞 剪接 体 的 装配 示意 图 


在 剪接 体 的 组 装 和 行使 功能 中 , 几 种 snRNP 需要 不 断 经 历 结 构 上 的 重 排 ,这 由 8 种 
在 进化 上 高 度 保守 的 DExD/H 类 RNA 依赖 性 的 ATP 酶 和 解 链 酶 驱动 。 此 外 ,尽管 所 
有 的 外 显 子 / 内 含 子 连接 处 的 序列 几乎 都 是 相同 的 ,但 对 于 含有 多 个 内 合子 的 mRNA 前 


体 来 说 ,各 个 内 含 子 的 去 除 始终 是 按照 一 定 的 次 序 进行 的 ,前 一 个 外 显 子 的 3 - 端 总 是 与 


后 一 个 外 显 子 的 5 - 端 忠 实地 连接 。 

Box8-2 剪接 体 是 核 酶 吗 ? 

长 期 以 来 ,对 于 剪接 体 三 维 结构 的 精细 解析 ,特别 是 对 催化 剪接 反应 的 活性 中 心 
的 结构 与 功能 的 研究 一 直 是 吸引 着 结构 生物 学 家 的 注意 。 虽 然 已 有 一 些 间 接 证 据 显 
示 ,剪接 体 的 催化 中 心 由 Mg 和 3 种 snRNA;, 即 U2 snRNA、U5 snRNA 、U6 snRNA 
和 内 含 子 的 分 支点 组 成 ,并 无 任何 蛋白 质 套 与 催化 ,但 是 缺乏 直接 的 证 据 , 直 至 2015 
年 8 月 21 日 ,Science 同时 在 线 发 表 了 清华 大 学 施 一 公教 授 研 究 小 组 的 两 篇 具有 里 程 
碑 意义 的 论文 ,从 而 让 人 们 基本 上 认识 了 
剪接 体 的 “庐山 真面目 ?。 这 两 篇 论文 的 
题目 分别 为 “Structure -ef a Yeast 
Spliceosome at 3.6 Angstrom Resolution” 
和 “Structural Basis， -of Pre-mRNA 
Splicing”。 第 一 篇 论文 报道 了 通过 单 颗 
粒 冷 冻 电 镜 方法 解析 出 的 高 分 辩 率 的 酵 
母 剪 接 体 的 三 维 结构 (图 8- 20); 第 二 篇 
论文 则 是 在 此 结构 的 基础 上 ,进行 了 详细 
的 功能 分 析 , 阐述 了 剪接 体 对 mRNA 前 
体 进 行 荔 接 的 基本 机理 。 

他 们 的 结果 显示 ,U5 snRNP 作为 前 
接 体 的 核心 成 分 ,由 U5 snRNA、Spp42 作 
和 特 -DwiO 本 内 2R0 丰 司 汶 和 失 于 SaG 的 人 各 汪 各 全 前 你 件 的 地 维 结构 
蛋白 单 体 组 成 的 环 组 成 ,其 中 U5 snRNA 高 度 保 守 的 环 工 和 茎 工 主要 与 Spp42 的 N 
端 结构 域 上 的 二 级 结构 元 件 结合 。Cwfl0 则 识别 并 外 合 U5 snRNA 的 环 开 和 葵 芽 ,而 
环 陡 与 暴露 在 剪接 体 表 面 洞 兴 的 溶剂 接触 ,Cwfl7 紧 靠 芭 开 和 葵 用 。U5 snRNP 充当 
了 中 央 框 架 妆 狗 ; 其 他 -snRNBI 围 绕 它 进行 组 装 ,例如 U6 和 U2 snRNA 就 缠绕 其 上 。 
在 靠近 U5 snRNA 的 一 个 环 的 地 方 ,形成 了 一 个 催化 中 心 , 它 锚 定 在 Spp42 蛋白 表面 
的 催化 洞穴 内 。 需 要 注意 的 是 ,Sbpp42 在 N 端 结 构 域 的 一 个 环 洛 着 U6 snRNA 在 其 分 
子 内 葵 环 (intramolecular stem loop，ISL) 表 面 的 沟 , 将 其 中 Arg681、Arg686、Lys693 
和 Lys699 几 个 碱 性 氨基 酸 的 侧 链 插入 到 沟 中 ,可 能 也 有 助 于 稳定 ISL 的 构象 。 在 俊 
化 中 心 ,至少 有 2 个 Mg” 与 U6 snRNA 上 几 个 高 度 保守 的 核 苷 酸 结 合 。 以 套 索 结构 
存在 的 内 含 耶 ;正好 通过 茂 基 互补 配对 与 U2 和 U6 snRNA 结合 。 这 种 结合 可 谓 恰 到 
好 处 ,让 内 例子 中 间 长 度 可 变 的 部 分 处 于 催化 中 心 能 接触 到 溶剂 的 表面 。 剪 接 体 中 的 
蛋白 质 将 U2、.U6 snRNA 的 5- 端 及 3'- 端 锚 定 在 离开 活性 中 心 的 位 置 , 并 引导 RNA 
序列 ,使 其 在 催化 中 心 和 两 端 之 间 有 足够 的 柔性 。 因 此 ,剪接 体 的 本 质 是 一 个 需要 蛋 
白质 作 引 导 的 核 酶 ,其 中 的 蛋白 质 成 分 负责 让 与 剪接 有 关 的 RNA 分 子 在 正确 的 时 间 
相互 靠近 ,组 装 出 活性 中 心 * 催 化 剪接 反应 。 

活性 中 心 的 两 个 Mg2+ 可 编号 为 Mgl 和 Mg2。 其 中 ,Mgl 与 U6 snRNA 的 1 个 
和 1 个 G 配 位 结合 ,这 两 个 碱 基 位 于 ISL 内 的 UAG 模 体 中 ,而 Mg2 只 与 一 个 U 结 
合 。 它 们 在 两 次 转 酷 反应 中 起 不 同 的 作用 :在 第 一 次 转 酯 反应 中 ,Mg2 激活 分 支点 腺 
昔 酸 上 的 亲 核 基 团 , 即 它 的 2- OH, 而 Mgl 则 稳定 5- 外 显 子 在 3 一 端 核 昔 酸 的 离 去 基 
团 , 即 它 的 3 一 OH; 在 第 二 次 转 酯 反应 中 ,Mgl 和 Mg2 的 角色 刚好 颠倒 ,这 时 由 Mg1 
激活 亲 核 基 团 , 即 5 -外 显 子 在 3'- 端 核 苦 酸 上 的 3'- OH;Mg2 则 稳定 内 含 子 在 3'- 端 
核 苷 酸 上 的 离 去 基 团 , 即 它 的 3 一 OH。 除 了 Mgl 和 Mg2 以 外 ,在 靠近 活性 中 心 的 位 
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置 , 还 有 至 少 另外 2 个 Mg” ,它们 的 功能 可 能 是 通过 中 和 几 个 靠 得 比 较 近 的 磷酸 基 团 
的 负电 荷 ,稳定 活性 中 心 的 构象 (图 8-21)。 

2016 年 12 月 16 日 ,清华 大 学 施 一 公教 授 研究 小 组 在 Scieyice 上 就 剪接 体 的 结构 与 
机 理 研究 再 发 题 为 “Structure of a Yeast Step 开 Catalytically Activated Spliceosome” 等 
研究 论文 ,报道 了 酵母 剪接 体 在 即 进行 第 二 步 剪 接 反 应 前 的 三 维 结构 ,阐明 了 剪接 体 
在 第 一 步 剪 接 反 应 完成 后 通过 构象 变化 起 始 第 二 步 反 应 的 激活 机 制 , 从 而 进一步 揭示 
了 RNA 前 体 剪 接 反应 的 分 子 机 理 。 

2017 年 5 月 11 日 , 施 一 公教 授 又 在 ce 凡 杂志 上 发 表 了 题 为 “An Atomic Structure 
of the Human Spliceosome” 的 论文 。 这 是 首 个 人 源 黄 接 体 的 原子 人 的 榴 ， 并 进 一 
步 在 原子 水 平 上 解释 了 剪接 体 第 二 步 转 酯 反应 的 机 理 。 


训 21 二 如 前 接 体 主要 由 snRNA 组 成 的 催化 中 心 的 三 维 结构 


3. 次 要 剪接 途径 

GU- AG 规则 适用 于 绝 大 多 数 断 裂 基 因 , 遵守 此 规则 的 剪接 途径 为 主要 剪接 途径 。 
但 对 某 些 断裂 基因 来 说 ,其 内 部 少数 内 含 子 的 剪接 信号 ( 低 于 12%% ) 并 不 遵守 GU - AG 规 
则 。 例 如 ,人 PCNA 基因 的 第 -6 个 内 含 子 .人 软骨 基质 蛋白 (cartilage matrix protein) 的 
第 7 个 内 含 子 .一 种 DNA 修复 蛋白 Rep3 的 第 6 个 内 含 子 和 果 蝇 的 一 种 同 源 异 形 盒 转录 
因子 的 内 含 子 , 均 以 AU 开头 、AC 结尾 。 除 此 以 外 ,这 一 类 不 遵守 GU - AG 规则 的 内 合 
子 在 5- SS 和 分 支点 上 也 具有 高 度 保守 的 序列 ,但 不 同 王 主要 剪接 途径 ,它们 分 别 是 
AUAUCCUY 和 UCCUURAY。 根 据 这 些 序列 特征 ,有 人 提出 含有 与 这 两 段 保 守 序 列 互 
补 序列 的 U11 和 U12 - snRNA 参与 这 些 内 含 子 的 前 接 。 这 种 预测 很 快 得 到 证 实 , 而 另 
外 两 种 snRNA 一 一 U4atac 和 U6atac 也 被 发 现 分 别 代 蔡 U4 和 U6 参与 这 种 剪接 途径 ， 
只 有 U5 同时 参与 两 条 剪接 途 径 ( 图 8-22)。 


Box 8-3 次 要 剪辑 途径 也 重要 


真 核 生 物 超过 99 名 的 内 含 子 使 用 主要 剪接 途径 ,只 有 区 区 凡 百 个 内 含 子 使 用 次 
要 剪接 途径 。 例 如 ,在 人 类 基因 组 中 ,大 约 仅 700 个 内 含 子 使 用 次 要 剪接 途径 。 而 且 ， 
次 要 剪接 的 效率 一 般 要 比 主要 剪接 途径 低 , 这 可 能 对 含有 此 类 内 念 子 基因 的 表达 产生 
某 种 限制 。 既 然 次 要 剪接 途径 如 此 罕见 又 效率 不 高 , 那 为 什么 会 存在 呢 ? 它 完 竟 有 多 
么 重要 ? 二 十 多 年 来 ,这 两 个 问题 一 直 困 扰 着 分 子 生 物 学 家 。 

直到 2014 年 2 月 ,根据 来 自 澳大利亚 墨尔本 的 本 区， Heath 等 人 发 表 在 -Proc. 
Nai/， Acad. Sci. 上 一 篇 题 为 "Minor class splicing shapes the zebrafish transcriptome 
during development” 论 文 的 研究 成 果 , 让 人 们 对 次 要 剪接 路 径 存 在 的 意义 和 重要 性 有 
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所 了 解 。 他 们 以 模式 动物 斑马 鱼 为 对 象 , 筛选 到 一 种 Rnpc3 蛋白 发 生 点 突变 的 突变 
体 , 通 过 基因 芯片 和 RNA 测序 分 析 , 研 究 了 次 要 剪接 途径 的 异常 对 斑马 鱼 转录 组 和 形 
态 学 的 影响 ,从 而 获得 了 这 种 剪接 途径 对 于 动物 发 育 十 分 重要 的 信息 。 他 们 之 所 以 选 
择 Rnpe3 蛋白 的 突变 体 , 是 因为 此 蛋白 为 次 要 剪接 途径 7 种 特有 的 蛋白 质 中 的 一 种 。 

他 们 的 研究 结果 显示 ,次 要 剪接 途径 的 削弱 对 基因 表达 产生 广泛 的 影响 ,破坏 了 多 
个 参与 mRNA 后 加 工 、 转 录 和 核 输出 等 基因 的 蕊 能 ,在 表 型 上 特别 反映 在 快速 生长 的 小 
肠 、 肝 脏 、 胰 脏 和 眼 等 发 育 异 常 ,体积 上 都 偏 小 ; 香 采 无 法 充气 扩张 ,最 终 产 生 的 是 多 效 
应 的 早期 致死 性 表 型 。 这 些 发 生 在 斑马 鱼 上 的 发 育 异 常 与 以 前 发 现在 人 类 因 次 要 和 剪接 
缺陷 引起 的 一 些 疾病 的 症状 是 一 致 的 。 例 如 ,一 种 严重 的 发 育 障碍 一 泰 - 林 氏 综合 征 
(Taybi-Linder syndrome) .TI 型 家 族 性 侏儒 和 一 种 遗传 性 肠 息 肉 病 。 这 些 疾 病 的 患者 表现 
有 小 头 畸形 、 精 神 发 育 不 全 、 出 生 时 体重 不 足 、 骨 的 异常 ,特别 是 手足 的 长 短 骨 。 这 一 方 
面 说 明 次 要 剪接 途径 在 不 同 的 真 核 生 物体 内 是 高 度 保守 , 另 一 方面 也 说 明 它 对 于 调节 基因 
的 正确 表达 至 关 重 要 。 次 要 剪接 过 程 中 出 现 的 缺陷 ,可 能 会 对 打开 哪个 基因 有 广泛 的 影 
响 。 在 发 育 期 间 这 尤其 重要 ,因为 在 这 期 间 ,快速 变化 是 基因 表达 和 蛋白质 合 成 所 必需 的 。 

至 于 为 什么 次 要 剪接 途径 的 异常 对 发 育 中 快速 生长 的 影响 最 大 ,可 能 是 这 类 内 含 
子 也 存在 于 一 些 细胞 生长 分 裂 相 关 的 基因 内 ;例如 瘤 原 基因 BRAF 和 C-RAF, 以 及 
与 细胞 生长 、 分 裂 有 关 的 RAS- MAPK 信号 通路 中 的 某 些 成 分 。 
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4. 选择 性 剪接 

已 经 发 现 ,许多 真 核 细 胞 mRNA 前 体 在 不 同类 型 的 细胞 或 组 织 之 中 或 者 在 不 同 的 
生理 条 件 下 ,可 以 不 同 的 方式 进行 剪接 。 例 如 ,在 也 淋 巴 细胞 分 化 的 早期 ,其 抗体 mRNA 
的 前 体 在 剪接 过 程 中 会 保留 编码 跨 膜 结 构 域 的 外 显 子 ,结果 产生 的 抗体 合成 好 以 后 就 定 
位 在 膜 上 。 但 在 分 化 的 后 期 ,B 细 胞 使 用 另外 的 外 显 子 ,原来 编码 跨 膜 结构 域 的 外 显 子 
被 当 作 内 含 子 切除 ,因而 产生 的 抗体 就 分 沁 到 胞 外 。 同 一 种 mRNA 前 体 的 不 同 剪接 方 
式 称 为 选择 性 剪接 (alternative splicing) 或 可 变 剪 接 。 

mRNA 前 体 的 选择 性 剪接 可 导致 少量 的 基因 编码 出 更 多 的 蛋白 质 。 人 类 基因 组 计 
划 的 研究 结果 表明 ,我 们 只 有 2 万 多 个 蛋白 质 基因 ,但 却 能 制造 出 几 十 万 种 蛋白 质 ,这 主 
要 归功 于 选择 性 剪接 。 

mRNA 前 体 之 所 以 能 够 发 生 选 择 性 剪接 ,一 方面 是 因为 它 含 有 多 重 剪接 信号 , 另 一 
方面 是 因为 细胞 中 存在 一 些 调节 前 接 反应 的 蛋白 质 ( 详 见 第 十 二 章 真 核 生 物 基 因 表 达 
调控 ) 。 

5. 反 式 剪接 (trans-splicing) 

前 面 介 绍 的 剪接 反应 都 发 生 在 同一 个 mRNA 前 体 分 子 上 ,因此 称 为 顺 式 剪接 (cis- 
splicing) 。 实 际 上 ,在 某 些 生物 体内 ,如 锥 体 虫 和 线虫 ,还 有 一 些 植物 的 叶绿体 内 ,剪接 可 
发 生 在 两 种 不 同 的 mRNA 分 子 之 间 , 这 种 剪接 称 为 反 式 剪接 。 通 过 反 式 剪接 ,一 种 
mRNA 前 体 上 的 外 显 子 可 以 与 另 一 种 mRNA 前 体 上 的 外 显 子 进行 连接 ,从 而 形成 一 种 
杂 合 的 mRNA( 图 8-23)。 


ee 


微 外 显 子 编码 外 显 子 
图 8- 23 反 式 剪接 反应 图 解 


以 锥 体 虫 为 例 ,在 其 细胞 内 所 有 成 熟 mRNA 的 5- 端 ,都 带 有 一 段 由 39 nt 组 成 的 微 
外 显 子 Cmini-exon) 或 被 前 接 的 前 导 序 列 (Cspliced leader sequencey,SL) ,此 序列 来 自 于 另 
外 一 种 RNA 分 子 。 而 线虫 细胞 内 约 有 70% 的 mRNA 是 反 式 剪接 的 产物 ,其 位 于 5 - 端 
的 微 外 显 子 序列 含有 22 nt 来自 于 一 种 特殊 的 snRNA。 这 两 种 生物 之 所 以 要 进行 反 式 
剪接 ,是 因为 涉及 的 mRNA 都 是 以 多 顺 反 子 的 形式 产生 的 ,通过 反 式 剪接 ,一 方面 可 以 
与 加 尾 反 应 一 起 ,将 各 可 读 杠 COREF) 释 放出 来 ; 另 一 方面 ,释放 出 来 的 ORF 本 来 缺乏 帆 
子 结构 ,只 有 通过 反 式 剪接 ,才能 从 SL 那里 获得 帽子 结构 (图 8 - 24) ,而 帽子 结构 是 它们 
将 来 在 翻译 的 时 候 识 别 起 始 密码 子 所 必需 的 。 
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合 8 -24 反 式 剪接 让 缺乏 帽子 结构 的 mRNA 获得 帽子 的 机 制 


6 第 二 类 内 念 子 Cgroup [| intron) 的 剪接 

发 生 剪接 并 不 是 真 核 细 胞 核 mRNA 前 体 的 “特权 ”, 已 发 现 某 些 来 自 叶 绿 体 、 某 些 真 
菌 的 线粒体 和 原核 生物 的 mRNA 前 体 也 能 进行 剪接 ,另外 ,一 些 rRNA 和 tRNA 的 前 体 
也 能 进行 剪接 。 不 过 ,各 种 类 型 剪接 反应 的 机 制 并 不 完全 相同 。 现 在 一 般 根据 剪 接 反应 
的 机 制 将 内 含 子 分 为 四 类 :(1) 第 一 类 内 含 子 (group 工 intron) 一 一 需要 马 苷 或 鸟 苷 酸 为 
辅助 因子 ,实行 自 催 化 ;(2) 第 二 类 内 含 子 一 一 与 细胞 核 mRNA 前 体 的 剪接 机 制 相似 ,也 
是 依靠 内 含 子 内 的 分 支点 腺 昔 酸 2 - OH 对 5- SS 上 的 磷酸 二 酯 键 作 亲 核 进攻 而 引发 
的 ,然而 并 不 需要 snRNP 的 帮助 ,也 属于 自 催化 (图 8- 26);(3) 第 三 类 内 含 子 一 一 细胞 
核 mRNA 前 体 所 具有 的 内 含 子 ,剪接 反应 需要 snRNP;(4) 真 核 生 物 非 细胞 器 和 古 菌 的 
tRNA 内 合子 一 一 依赖 多 种 蛋白 质 的 催化 。 下 面 将 介绍 第 二 类 内 含 子 的 特征 和 剪接 机 
制 , 至 于 第 一 类 内 含 子 和 疏 NA 内 含 子 将 在 后 面 再 加 介绍 (参见 四 膜 虫 RNA 前 体 的 后 
加 工 和 真 核 细胞 tRNA 前 体 的 后 加 工 )。 

第 二 类 内 含 子 在 植物 和 低 等 真 核 生 物 的 细胞 器 基因 组 里 含量 丰富 ,还 没有 在 高 等 动 
物 或 细胞 核 基因 组 中 发 现 。 在 细胞 器 基因 组 之 中 ,第 二 类 内 含 子 主要 存在 于 一 些 高 度 保 
守 的 基因 之 中 ,而 且 通 常 还 不 止 一 个 ,例如 细胞 色素 氧化 酶 和 1,5 -二 磷酸 核 酮 糖 羧 化 酶 
大 亚 基 的 基因 。 

就 原核 生物 而 言 , 大 概 25 为 细菌 的 基因 组 含有 第 二 类 内 含 子 , 但 它们 并 不 存在 于 保 
守 的 基因 之 中 ,而 是 存在 于 一 些 转 座 子 内 ,而 且 内 含 子 经 常 插入 到 ORF 之 外 。 另 外 , 几 
乎 所 有 细菌 的 第 二 类 内 含 子 都 编码 逆转 录 酶 (RT) ,并 且 是 活性 的 转 座 子 ,这 样 它们 可 高 
频 地 插 和 人 到 固定 的 区 域 ,也 可 能 低频 地 插入 到 无 关 的 区 域 。 它 们 要 么 本 身 就 是 逆转 座 
子 , 要 么 是 逆转 座 子 的 衍生 物 。 第 二 类 内 含 子 也 存在 于 某 些 古 菌 之 中 。 迄 今 为 止 , 至 少 
在 三 种 古 菌 里 发 现 有 第 二 类 内 含 子 。 这 些 内 含 子 与 细菌 类 的 第 二 类 内 含 子 关系 密切 ,但 
择 和 人 的 方式 不 同 。 它 们 并 不 插入 到 基因 的 外 显 子 之 中 ,而 是 插入 到 其 他 的 内 含 子 之 中 ， 
形成 双 内 合子 (twintron) ,而 且 许多 内 含 子 并 不 编码 逆转 录 酶 ,但 也 能 发 生 转 座 。 

在 三 维 结构 上 ,第 二 类 内 含 子 折 礁 成 由 六 个 结构 域 ( 结 构 域 工 一 L) 组 成 的 保守 的 二 
级 结构 (图 8- 25), 这 六 个 结构 域 环 绕 中 央 的 轮 。 结 构 域 工 最 大 ,而 结构 域 V 在 序列 上 最 
保守 ,活性 中 心 位 于 其 中 。 
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售 8-2s 第 二 类 内 含 子 的 三 维 结构 


对 于 含有 OREF 的 第 二 类 内 含 子 而 言 ,OREF 位 于 结构 域 W 的 环 上 ,编码 的 是 送 转 录 
酶 或 者 与 道 转 录 酶 相关 的 蛋白 质 。OREF 编码 的 蛋白 质 含 有 9 个 与 其 他 所 有 的 逆转 录 酶 
都 共同 的 结构 域 ,此 外 还 含有 结构 域 X 和 En 结构 域 。 其 中 结构 域 X 可 能 与 其 他 聚合 酶 
的 拇指 状 结构 域 相似 , 它 与 成 熟 酶 (maturase) 活 性 相关 联 。 结 构 域 D 负责 与 DNA 结合 ， 
结构 域 En 具有 核酸 酶 活性 ,与 转 座 有 关 。 

含有 第 二 类 内 含 子 的 RNA 的 剪接 反应 仍然 是 两 步 转 酯 反应 (图 8-26) :第 一 步 是 结 
构 域 克 的 一 个 凸 起 的 腺 苷 酸 进 攻 5 - SS, 导 致 5 -外 显 子 的 前 切 和 套 索 结构 的 形成 ; 随 
后 ,受到 IBS1 - EBS1 和 IBS2 - EBS2 碱 基 配 对 的 作用 ,游离 出 来 的 5- 外 显 子 的 3- OH 
被 拉 到 3 -外 显 子 的 5- 端 ,进攻 3- SS, 导致 外 显 子 之 间 的 连接 和 内 含 子 的 释放 。 
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侠 8-26 受 成 熟 酶 帮助 的 第 二 类 内 含 子 的 剪接 


尽管 某 些 第 二 类 内 合子 在 体外 就 能 够 完成 自我 剪接 ,不 需要 任何 蛋白 质 的 帮助 。 但 
在 体内 , 确 需 要 一 种 剪接 因子 即 成 熟 酶 的 帮助 ,这 种 剪接 因子 是 由 内 含 子 编码 的 RT。 
RT 与 其 中 的 内 含 子 在 结构 域 WA 高 亲 和 结 合 , 还 与 结构 域 I、 [和 允 有 接触 。 总 之 ,这 
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种 蛋白 质 - RNA 的 相互 作用 导致 内 含 子 构象 发 生变 


化 ,有 利于 自我 前 接 的 发 生 。 在 剪接 结束 以 后 ,RT | 二 和 

仍然 与 释放 的 内 含 子 结合 ,参与 随后 的 转 座 反应 。 ” RT C_ 一 + A 直 下 可 皮 
第 二 类 内 含 子 涉及 的 主要 转 座 事件 是 “ 归 梨 ” 逆 拼 接 

Choming) 或 道 归 梨 (retrohoming) ,此 时 的 内 含 子 以 | 

位 点 特异 性 的 方式 插入 到 无 内 含 子 的 位 置 。 归 策 的 RNA 

机 制 为 靶 位 点 引发 的 逆转 录 (target-primed reverse 0 站 

transcription) ,由 RNA 内 含 子 作 为 模板 ,与 RNA 内 5 Se 3) 

含 子 结合 的 蛋白 质 提供 酶 活性 。 全 
“ 归 梨 ”反应 开始 于 双 链 DNA 外 显 子 连接 点 上 | 

RNA 内 含 子 进行 的 逆 性 前 接 (Creverse splicing), 这 二 

一 步 由 RNA 催化 ,RT 协助 ,相当 于 是 由 成 熟 酶 协 可 ， 

助 的 前 接 反应 的 逆反 应 ,不 过 是 发 生 在 DNA 外 显 子 5 下 3 


(CE 和 了 杞 ) 上 ;随后 ,RT 先 用 En 结构 域 在 下 游 9 bp 一 
10 bp 的 位 置 切 开 反 义 链 ,再 以 被 切 开 的 DNA 链 作 
为 引物 进行 逆转 录 反 应 ;最 后 ,通过 DNA 的 修复 合 
成 和 连接 反应 完成 内 含 子 的 插入 过 程 (图 8-27)。 

在 剪接 现象 最 初 被 发 现 的 时 候 , 科 学 家 感到 十 
分 困惑 。 因 为 切除 内 含 子 并 连接 外 显 子 是 一 个 高 度 
耗 能 的 过 程 :首先 在 转录 内 含 子 序列 的 时 候 ,就 消耗 ER 
了 许多 能 量 ; 其 次 在 组 装 剪接 体 .进行 剪接 反应 的 时 侠 8-27 第 二 类 内 含 子 的 “ 归 梨 " 
候 也 耗 去 了 不 少 能 量 。 因 此 , 单 从 能 量 的 角度 ,剪接 
似乎 是 一 种 浪费 能 量 的 过 程 ,而 从 生物 进化 的 角度 ,自然 选择 应 该 尽 可 能 淘汰 浪费 的 过 
程 , 除 非 剪接 具有 某 种 或 某 些 特 别 重要 的 生物 学 功能 。 现 在 已 很 清楚 ,剪接 至 少 具 有 两 
项 重要 的 生物 学 功能 : 

(1) 提高 基因 的 编码 能 力 , 创 造 蛋 白质 的 多 样 性 。 

这 与 选择 性 剪接 有 关 。 通 过 选择 性 剪接 ,一 个 基因 可 以 产生 几 种 或 多 种 不 同 的 
mRNA, 再 经 过 翻译 ,可 得 到 几 种 或 多 种 在 一 级 结构 上 有 别 的 多 肽 或 蛋白 质 。 在 大 多 数 
情况 下 ,通过 选择 性 剪接 产生 的 和 蛋白质 具有 相似 的 功能 ,因为 它们 的 氨基 酸 序列 多 数 是 
相同 的 。 但 是 ,选择 性 剪接 也 能 赋予 一 种 慢 白 质 具 有 特别 的 性 质 或 功能 ,因为 它 毕 竟 也 
带 来 了 序列 的 变化 。 例 如 , 血管 内 皮 生 长 因子 (vascular endothelial growth factor， 
VEGE) 的 mRNA 前 体 通过 选择 性 剪接 可 产生 三 种 蛋白 质变 体 。 每 一 种 变 体 单独 存在 都 
能 够 促进 血管 生成 ,但 形成 的 血管 都 有 缺陷 ,这 主要 表现 为 血管 容易 发 生 泄 漏 。 只 有 三 
种 变 体 同 时 存在 的 时 候 , 生 成 的 血管 在 形态 学 和 功能 上 才 是 正常 的 。 究 其 原因 是 因为 三 
种 变 体 具有 互补 的 性 质 : 其 中 最 大 的 变 体 具有 两 个 肝素 结合 位 点 ,倾向 于 留 在 合成 点 附 
近 与 胞 外 基质 结合 ;而 最 小 变 体 的 两 个 肝素 结合 位 点 都 丢失 了 ,所 以 很 容易 从 合成 的 地 
方 扩 散 出 去 ;而 大 小 居中 的 变 体 只 有 一 个 肝素 结合 位 点 ,这 使 其 能 够 以 中 等 的 速率 扩散 
离开 合成 位 点 。 综 合 的 结果 是 这 三 种 变 体 同时 存在 能 够 在 体内 建立 一 种 稳定 的 VEGF 
梯度 ,而 有 利于 组 织 新 血管 的 健康 生长 。 再 如 ,参与 控制 细胞 凋 亡 的 蛋白 质 Fas, 经 选择 
性 剪接 产生 的 两 种 变 体 具有 相反 的 功能 :一 种 剪接 形式 保留 了 第 6 个 外 显 子 , 这 样 剪 接 
出 来 的 mRNA 经 翻译 得 到 的 Fas 蛋白 会 整合 到 细胞 膜 上 , 作为 死亡 受 体 (death 
receptor) ,一 旦 结合 了 肿瘤 坏死 因子 (tumor necrosis factor,TNF) 等 配 体 以 后 ,可 促进 细 
胞 凋 亡 ,另外 一 种 剪接 形式 切除 了 第 6 个 外 显 子 ,这 样 剪接 出 来 的 mRNA 经 翻译 得 到 的 
Fas 蛋白 无 法 整合 到 膜 上 ,只 能 分 刻 到 胞 外 ,保护 细胞 不 让 其 凋 亡 (图 8-28)。 
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SA 抑制 


0 Fas 配 体 
[ 弹 汉 一 一 | 自由 的 形式 
一 一 一 细胞 腊 
佬 8 - 28 Fas 通过 选择 性 剪接 产生 的 两 种 变 体 具 有 相反 的 功能 


选择 性 剪接 的 优势 是 让 一 种 生物 用 较 少 的 基因 仍然 能 够 编码 出 很 多 不 同 的 蛋白 质 。 
当然 ,不 同 真 核 生 物 的 选择 性 剪接 的 潜力 是 不 同 的 , 像 低 等 的 真 核 生物 ,如 面包 酵母 ,在 
其 6 300 个 基因 之 中 ,大 约 只 有 5% 的 基因 有 内 含 子 。 而 含有 内 含 子 的 基因 也 只 有 少数 
能 够 发 生 选 择 性 剪接 。 因 此 ,对 于 单 细 胞 真 核 生 物 而 言 , 选 择 性 剪接 并 非 是 它们 产生 和 蛋 
白质 多 样 性 的 主要 手段 。 然 而 ,对 于 复杂 得 多 细胞 生物 来 说 ,在 很 大 程度 上 依赖 于 选择 
性 剪接 创造 蛋白 质 的 多 样 性 。 例 如 ,人 类 只 有 2 万 几 百 个 蛋白 质 的 基因 ,但 绝 大 多 数 蛋 
白质 基因 具有 几 个 或 多 个 内 含 子 。 据 最 新 的 基因 组 分 析 的 数据 ,人 类 约 90 为 的 mRNA 
前 体能 发 生 选 择 性 剪接 。 在 某 些 生物 体内 , 某 些 基 因 的 选择 性 剪接 "潜能 ?被 发 挥 到 了 极 
限 , 其 mRNA 前 体能 产生 成 百 上 和 于 种 不 同 的 mRNA 变 体 ,而 如 果 将 其 他 产生 多 样 性 的 
手段 ,如 不 同 启动 子 的 选择 性 使 用 .选择 性 加 尾 和 编辑 等 结合 起 来 ,就 可 进一步 扩大 和 蛋白 
质 的 多 样 性 。 例 如 , 果 蝇 体内 的 一 种 叫 唐 氏 综 合 征 相关 细胞 粘着 分 子 (Down syndrome- 
associated cell adhesion molecule,Dscam) 共 有 24 个 外 显 子 , 其 中 外 显 子 4 有 12 个 变 体 ， 
外 显 子 6 有 48 个 变 体 ,外 显 子 9 有 33 个 变 体 , 外 显 子 17 具有 2 个 变 体 。 如 果 进 行 选 择 
性 剪接 , 它 就 能 产生 12X48X33X2 一 38 016 个 mRNA 变 体 ,这 差不多 是 果 蝇 整个 基因 
组 基因 数目 的 3 倍 ! 人 体 也 有 类 似 的 蛋白 质 。 事 实 上 ,有 研究 表明 其 中 的 大 多 数 变 体 的 
确 是 存在 的 。 已 在 果 蝇 的 血 淋 巴 (hemolymph) 里 发 现 18 000 种 以 上 的 Dscam 和 蛋白。 这 
些 不 同 的 Dscam 蛋白 参与 指导 神经 元 到 达 合适 的 位 置 ,还 可 能 参与 识别 和 吞 喉 和 人 侵 的 
细菌 。 

(2) 与 外 显 子 混 编 Cexon shuffling) 有 关 。 

外 显 子 混 编 这 个 概念 最 早 由 Walter Gilbert 于 1977 年 提出 , 它 是 指 源 自 一 个 或 几 个 
基因 的 若干 个 外 显 子 像 * 洗 牌 一 样 地 进行 重 排 。 基 于 一 个 外 显 子 通常 对 应 于 一 个 结构 
域 , 这 样 很 容易 将 不 同 的 蛋白 质 分 子 上 现成 的 结构 域 通过 混 编 , 集 中 到 一 个 新 的 蛋白 质 
分 子 上 ,因此 这 也 是 生物 产生 新 基因 和 基因 进化 多 样 性 的 一 种 重要 机 制 。 一 个 典型 的 由 
外 显 子 混 编 产生 的 新 基因 是 在 三 种 非洲 果 蝇 的 基因 组 中 发 现 的 jgre 基因 , 它 由 美国 艺 
加 哥 大 学 龙 漫 远 教授 于 2000 年 发 现 并 命名 ,该 基因 在 发 现时 的 年 龄 只 有 2 一 5 岁 。 它 产 
生 的 具体 过 程 是 :位 于 果 蝇 第 2 号 染色 体 上 的 编码 乙醇 脱氧 酶 基因 acdh, 经 逆转 录 作 用 
插 和 人 位 于 果 蝇 第 3 号 染色 体 的 yarde 基因 的 第 3 个 内 含 子 内 ,从 而 产生 5 - 端 由 来 自 
yaztde 基因 的 3 个 外 显 子 和 3 - 端 由 acu 基因 的 4 个 外 显 子 组 成 的 融合 基因 。 对 jg 基 
因 的 功能 研究 表明 ,其 表达 产物 是 一 种 融合 蛋白 ,其 中 N 端 来 自 yande 基因 ,C 端 则 来 自 
ach 基因 。jgw 基 因 只 在 雄性 睾丸 中 表达 ,其 蛋白 质 产物 JGW 可 能 参与 雄性 果 蝇 的 激 
素 和 外 激素 的 代谢 过 程 。 与 原来 的 乙醇 脱氧 酶 相 比 ,JGW 更 喜欢 以 长 链 的 一 级 脂肪 醇 
作为 底 物 ,如 金 合 欢 醇 (farnesol) 和 香 叶 醇 (geraniol) 。 龙 漫 远 教授 认为 , 真 核 生 物 至 少 有 


一 半 以 上 的 基因 ,起 源 曾 经 经 历 了 类 似 于 jgw 基 因 的 混 排 过 程 , 从 而 证 明了 外 显 子 混 编 
以 及 基因 重复 在 新 基因 起 源 过 程 中 的 普遍 意义 。 

除了 上 述 两 项 重要 的 生物 学 功能 以 外 ,许多 蛋白 质 的 内 含 子 经 剪接 释放 出 来 以 后 ， 
并 非 毫 无 用 处 ,而 是 有 其 他 的 功能 :有 的 可 以 被 加 工 成 miRNA, 去 抑制 其 他 蛋白 质 基 因 
的 翻译 ;有 的 被 加 工 成 snoRNA, 参 与 rRNA 的 后 加 工 , 像 多 细胞 动物 的 大 多 数 snoRNA 
和 酵母 有 7 种 saoRNA 就 来 自 编码 蛋白 质 基 因 的 内 含 子 ,如 U18 snoRNA 和 U21 
snoRNA; 还 有 就 是 充当 其 他 和 蛋白质 的 入 套 基因 (nested gene)。 如 工 型 神经 纤维 瘤 基 因 
(neurofibromatosis type TI gene,NF1) 的 内 含 子 含 有 3 个 嵌 套 基因 ,它们 转录 的 方向 与 
NF]1 刚好 相反 。 再 如 ,位 于 人 类 XXX 染色 体 上 编码 凝血 因子 旭 的 基因 有 两 个 内 含 子 , 充 当 
扔 套 基 因 ,而 它们 转录 的 方向 正好 相反 。 

(六 ) 编辑 

RNA 编辑 现象 最 早 在 锥 体 虫 中 发 现 。 锥 体 虫 的 线粒体 称 为 动 基体 (kinetoplast) , 含 
有 两 种 类 型 的 环形 DNA, 交 联 在 一 起 形成 大 的 网 状 结构 。 其 中 有 25 一 50 个 相同 的 大 环 
Cmaxicircle) ,大 小 为 20 kb 一 40 kb, 含 有 线粒体 基因 ; 另 有 10 000 个 1 kb 一 3 kb 的 小 环 ， 
在 线粒体 基因 表达 调控 中 起 作用 。 

1986 年 Rob Benne 等 人 发 现 , 锥 体 虫 的 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 2(COX[ )mRNA 的 序 
列 与 COX 开 基因 序列 不 吻合 ,mRNA 中 含有 4 个 在 基因 中 缺失 的 核 苷 酸 (图 8- 29)。 基 
因 中 缺失 这 4 个 核 苷 酸 会 产生 移 码 突变 ,导致 基因 失 活 ,但 是 mRNA 通过 某 种 方式 补 上 
了 这 4 个 核 背 酸 ,纠正 了 移 码 突变 。 这 种 方式 称 为 RNA 编辑 (RNA editing) 。 

COXLI DNA: ...GTATAAAAG TAGAGAACCTGG .. 
COXT RNA: ...GUAUAAAAGUAGAuuGuAuACCTGG .… 
食 8- 29 和 锥 体 虫 COXIT- mRNA 编辑 (小 写 的 u 表 示 插入 的 尿 苦 酸 ) 


在 另外 两 种 锥 体 虫 中 ,COXI 基因 也 有 同样 的 核 苷 酸 缺 失 , 而 且 不 管 Benne 等 人 如 
何 努 力 ,在 动 基 体 或 者 核 内 都 没有 找到 其 他 的 COX [基因 ,这 说 明 带 有 4 个 核 苷 酸 缺 失 
的 基因 不 是 假 基因 ,而 是 转录 产生 的 mRNA 通过 RNA 编辑 插 人 了 缺失 的 核 苷 酸 ,这 些 
核 苷 酸 都 是 UMP。 

随 着 更 多 的 锥 体 虫 动 基体 基因 以 及 相应 的 mRNA 序列 被 测定 ,人 们 发 现 RNA 编辑 
是 这 些 有 机 体 存 在 的 普遍 现象 有些 RNA 甚至 是 高 度 编 辑 的 , 称 为 泛 编 辑 
(panediting)。 例 如 , 锥 体 虫 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 8(COX 人 由 ) 基 因 的 mRNA, 它 的 731 个 
核 苷 酸 有 407 个 UMP 是 通过 编辑 插 人 的 。 

迄今 为 止 , 已 有 更 多 的 编辑 现象 被 发 现 ,但 主要 出 现在 一 些 生 物 的 细胞 器 基因 组 编 
码 的 mRNA 分 子 上 ,特别 是 原生 动物 的 线粒体 和 植物 的 叶绿体 ,还 有 的 发 生 在 细胞 核 基 
因 组 编码 的 mRNA 以 及 一 些 病毒 的 转录 物 上 。 此 外 ,编辑 还 可 能 发 生 在 一 些 非 编 码 
RNA 分 子 上 ,如 疏 NA。 

目前 对 编辑 的 定义 一 般 是 指 发 生 在 一 个 RNA 转录 物 内 部 的 任何 核 苷 酸 序列 的 变 
化 。 这 种 变化 导致 RNA 最 后 的 序列 与 编码 它 的 基因 组 序列 有 所 不 同 。 如 果 是 mRNA 
编辑 , 则 专 指 在 mRNA 的 编码 区 内 引入 或 丢失 任何 与 其 基因 编码 链 序列 不 同 信息 的 过 
程 。 它 主要 有 两 种 方式 :一 种 是 在 编码 区 内 增 减 一 定数 目的 核 苷 酸 ,主要 是 尿 苷 酸 ; 另 外 
一 种 是 编码 区 内 的 碱 基 在 RNA 水 平 上 发 生 转 换 或 颠 换 。 例 如 ,哺乳 动物 体内 发 生 的 
CU、A-~I, 以 及 麻疹 病毒 的 转录 物 发 生 的 A->G、U-~C 的 编辑 。 

1]. 编辑 的 机 理 

编辑 的 机 理 因 编辑 方式 的 不 同 而 不 同 , 核 苷 酸 的 插入 或 缺失 一 般 需 要 一 种 特殊 的 
RNA 即 指导 RNA(guide RNA,gRNA) 的 介入 ,而 碱 基 的 转换 或 颠 换 则 需要 特殊 的 核 苷 
酸 脱 氨 酶 的 催化 。 无 论 是 哪 一 种 编辑 ,都 需要 一 系列 蛋白 质 的 参与 ,形成 所 谓 的 编辑 体 
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(Ceditosome) ,以 识别 .结合 和 加 工 编辑 点 ,保证 编辑 的 忠实 性 。 

(1) 依赖 于 gRNA 的 编辑 机 制 

RNA 编辑 起 初 被 认为 是 对 “中 心 法 则 ”的 巨大 挑战 ,因为 它 在 转录 后 添加 序列 信息 。 
然而 ,不 久 就 发 现 添加 的 遗传 信息 来 自 DNA 另外 一 条 链 转 录 出 来 的 一 类 小 RNA。 这 些 
小 RNA 称 为 gRNA。gRNA 在 5 - 端 约 有 10 nt 的 序列 ,能 在 特定 的 位 置 与 需要 编辑 的 
mRNA 前 体 杂 交配 对 ,而 在 其 相 邻 的 核 昔 酸 序列 之 中 突出 来 的 味 叭 核 昔 酸 可 作为 模板 ， 
指导 一 定数 目的 U 的 插入 ,在 mRNA 前 体 上 罕 出 的 尿 苷 酸 序列 则 可 以 被 缺失 。 这 两 种 
情形 都 扩大 了 在 gRNA 和 mRNA 前 体 之 间 最 初 形 成 的 杂交 双 螺 旋 的 互补 性 。 于 是 ， 
RNA 编辑 实际 上 是 遗传 信息 从 一 种 RNA 转移 到 另 一 种 RNA。 


编辑 点 
本 /mRNA 
人 下 这 加 下 天 轴 昌 RNA 
核酸 酶 | 上 ES 
+ 
人 含 
-ANR 这 是 | 
AN WA | war 
末端 尿 苷 UTP 
酸 转 移 栈 上 人 | 
全 丰 
N P U P 区 SP 
WINE WA 的 
RNA 
连接 酶 | | 六 | 
N 7 
1111 间 1111 1111 1111 [13 
UUU N UUUL 人 
U 的 缺失 U 的 插入 U 的 插入 
第 一 种 模型 第 二 种 模型 


个 8-30 gRNA 指导 的 编辑 过 程 


gRNA 的 发 现 解决 了 编辑 对 "中 心 法 则 ? 带 来 的 窘境 ,但 在 编辑 过 程 之 中 序列 信息 究 
竟 如 何在 两 种 RNA 之 间 进 行 转 移 呢 ? 目前 主要 有 两 种 模型 对 此 进行 了 解释 (图 8-30): 
第 一 种 模型 认为 ,g&RNA 所 起 的 作用 一 方面 是 锚 定 编辑 点 , 另 一 方面 是 提供 模板 序列 。 
在 编辑 过 程 中 ,G- TU 配 对 应 该 视 为 正常 的 碱 基 对 。G- TU 配对 比 Watson - Crick 配对 
弱 , 一 个 新 的 gRNA 的 5 - 端 与 mRNA 新 的 编辑 区 形成 Watson - Crick 碱 基 配 对 ,可 以 取 
代 老 的 gRNA 的 3- 端 与 mRNA 形成 的 包含 G- U 的 配对 。 大 致 过 程 为 ,首先 gRNA 与 
起 始 编辑 点 附近 的 序列 杂交 。 然 后 由 内 切 酶 切 开 错 配 的 碱 基 , 随 后 在 未 端 尿 苷 酸 转移 酶 
(terminal uridylyl transferase,TUT) 的 催化 下 , 切 点 5 -片段 的 3 -羟基 上 被 添加 U, 添 加 
上 的 亲 与 gRNA 的 引导 核 苷 酸 序列 配对 , 而 不 配对 的 癌 被 5 -外 切 酶 去 除 。 最 后 在 
RNA 连接 酶 催化 下 编辑 点 被 连接 ;第 二 种 模型 认为 ,RNA 编辑 的 机 制 与 内 含 子 的 自我 
剪接 反应 相关 联 。 首 先 也 是 gRNA 与 mRNA 杂交 配对 ,随后 是 g&RNA3 - 端 非 编 码 的 U 
在 两 次 偶 联 的 转 酯 反应 中 ,作为 mRNA 前 体 插入 或 缺失 U 的 仓库 。 目 前 ,后 一 种 模型 越 
来 越 被 看 好 ,因为 有 人 发 现 了 一 种 嵌 合 体 分子 (chimerical molecule) , 它 由 gRNA5 - 端 序 
列 和 同 源 的 mRNA 前 体 3 - 端 序列 通过 共 价 键 相连 。 

(2) 依赖 于 特定 的 核 苷 酸 脱 氨 酶 的 编辑 

以 这 种 方式 进行 编辑 最 典型 的 例子 是 发 生 在 哺乳 动物 小 肠 上 皮 细 胞 内 CU 的 编 


辑 , 它 与 一 种 脱 辅 基 脂 蛋白 (apolipoprotein) 有 关 。 哺 乳 动物 血液 中 的 乳 糜 微 粒 和 低 密度 
脂 蛋 白 分 别 含有 两 种 脱 辅 基 脂 蛋 白 一 一 大 小 为 250 kDa 的 ApoB - 48 和 513 kDa 的 ApoB - 
100。ApoB- 48 和 ApoB- 100 分 别 在 小 肠 上 皮 细 胞 和 肝 细 胞 内 合成 。 分 析 它 们 的 氨基 
酸 序列 发 现 :ApoB - 100 包含 了 ApoB -48 全 部 的 氨基 酸 序列 ,而 且 这 两 种 蛋白 质 的 基因 
完全 一 样 , 含 有 29 个 外 显 子 ,初级 转录 物 也 是 一 样 的 。 但 是 ,同样 的 mRNA 前 体 在 小 肠 
上 皮 细 胞 内 经 历 了 编辑 ,编辑 的 对 象 是 第 26 个 外 显 子 中 的 CAAsss 。CAAss 中 的 C 发 


生 脱 氨基 反应 变 成 卫 U, 导 致 提前 出 现 终 止 密码 子 , 而 在 肝 细 胞 内 却 省 去 了 编辑 (图 
8=31》。 


脱 辅 基 脂 蛋 白 B 基 因 
密码 子 密码 子 密码 子 
#].----------------------- 民风 seaseecassasscse #4564 
- #2153 
肝 7 一 转录 
| 
没有 编辑 
的 mRNA 
翻译 
Apo B-100 Apo B-8 


食 $-31 发 生 在 小 肠 上 皮 细 胞 内 的 ApoB - mRNA 的 编辑 


ApoB mRNA 在 小 肠 上 皮 细 胞 内 的 编辑 发 生 在 细胞 核 , 在 剪接 以 后 ,加 尾 之 时 被 启 
动 , 最 后 在 装配 好 的 编辑 体 上 进行 (图 8-32)。 这 里 的 编辑 体 由 mRNA 前 体 和 几 种 蛋白 
质 组装 而 成 。 后 者 就 是 参与 编辑 的 反 式 因子 ,包括 具有 胞 昔 酸 脱 氨 酶 活性 的 催化 亚 基 1 
(apoB mRNA editing catalytic subunit 1, APOBEC - 1)、1 种 RNA 结 合 蛋白 ASP 和 
APOBEC- 1 互补 因子 (APOBEC - 1 complementation factot,ACF) 。 


APOBEC 一 ! 


本/ 
APOBEC-1 
食 8-32 参与 ApoB - 48 mRNA 编辑 的 编辑 体 结构 


与 ApoB mRNA 编辑 有 关 的 顺 式 元 件 有 两 种 :一 种 是 紧 靠 编辑 点 附近 (通常 是 上 游 ) 
的 由 11 nt 组 成 的 锚 定 序列 (mooring sequence) , 另 一 种 是 一 段 富 含 AU 的 序列 。 

APOBEC- 1 由 229 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,在 体外 单独 不 能 催化 编辑 ,必须 形成 二 聚 体 
并 与 ACF/ASP 组 装 成 大 小 为 125 kDa 的 全 酶 后 才 行 。ACF/ASP 所 起 的 作用 是 与 
mRNA 前 体 上 的 锚 定 序列 结合 ,从 而 将 APOBEC - 1 带 到 编辑 点 。 

哺乳 动物 进行 mRNA 编辑 的 另外 一 个 例子 是 A->~G, 这 种 形式 应 该 是 发 生 在 动物 体 
内 最 常见 的 编辑 , 由 一 种 作用 RNA 的 腺 苷 酸 脱 氮 酶 (adenosine deaminase acting on 
RNA,ADAR) 俊 化 。ADAR 有 ADAR1 和 ADAR2 ,它们 的 差别 主要 表现 在 对 底 物 作用 
的 专 一 性 上 。ADAR 已 被 发 现 参与 动物 细胞 内 多 种 RNA 的 编辑 , 它 可 特异 性 识别 一 个 
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RNA 分 子 双 链 区 内 的 A, 将 其 脱 氨 而 转变 成 I 。 工 会 被 细胞 内 的 翻译 系统 和 剪接 系统 
视 为 G, 因 此 这 种 编辑 相当 于 是 在 RNA 水 平 上 发 生 的 A-~G 的 碱 基 转 换 。 已 发 现 这 种 
编辑 可 在 许多 方面 影响 到 基因 的 表达 和 功能 :例如 ,通过 改变 编码 区 的 密码 子 性 质 而 改 
变 蛋 白质 的 氨基 酸 序列 ,或 者 通过 改变 前 接点 的 序列 而 改变 剪接 的 样式 ,或 者 通过 改变 
核糖 核酸 酶 的 识别 序列 而 改变 RNA 的 稳定 性 ,或 者 在 RNA 病毒 复制 时 通过 改变 序列 
而 影响 RNA 基因 组 的 稳定 性 ,还 可 以 通过 改变 细胞 内 一 些 非 编码 RNA( 如 miRNA) 而 
影响 到 这 些 RNA 与 其 他 RNA 的 作用 。 哺 乳 动 物体 内 发 生 这 种 编辑 的 蛋白 质 包 括 : 膀 
胱 六 相 关 和 蛋白 (bladder cancer-associated protein,BLCAP) . 谷 氮 酸 受 体 .5 -羟色胺 受 体 、 
7Y -氨基 丁 酸 受 体 和 ADAR2 自身 等 。ADAR 基因 缺陷 可 导致 遗传 性 对 称 性 色素 异常 症 
(Dyschromatosis symmetrica hereditaria) 。 

以 谷 氨 酸 受 体 为 例 , 它 是 一 种 离子 通道 。 已 发 现 ,体内 这 类 离子 通道 某 些 通 透 Na- 
和 Ca ,而 某 些 通道 只 通 透 Na 。 同 样 是 谷 氨 酸 受 体 在 通道 功能 上 的 差异 对 神经 细胞 
功能 有 巨大 的 影响 。 研 究 表明 ,构成 谷 氨 酸 受 体 的 一 个 亚 基 的 mRNA 前 体会 发 生 编 辑 。 
在 ADAR 催化 下 ,其 mRNA 前 体 某 一 处 的 A 变 成 了 工 ,致使 编码 Cln 的 密码 子 CAG 变 
成 了 编码 Arg 的 密码 子 CIG。 由 于 这 个 被 编辑 的 密码 子 编码 的 氨基 酸 残 基 正 好 在 离子 
通道 的 壁 上 ,因此 影响 到 了 通道 的 选择 性 , 当 带 正 电 荷 的 Arg 代替 原来 不 带电 荷 的 Gln 
以 后 ,Ca” 便 无 法 通过 。 


内 含 子 4 


芭 ， 痪 忆 人 ， 诺 C 6 G _ A 人 从 
GCCUG ”“GU CCG AAGGGUAACA UAC GGU-CUUUUG UG AGGAU UU UAAAUG AAAUUUA 1.354 二 


外 最 也 |cUUGGAC CA GGU UUUCAUUGCU AUG-UUG GGAAGC AC UCCUA AA AUUUAC UUUAAAU 
AC CC 人 C A G G G 


受 体位 点 | ADAR 编 辑 


1ACAUU 


可 变 的 3 剪接 位 点 
佰 38-33 大 鼠 ADAR2- mRNA 的 编辑 


再 以 大 鼠 的 ADAR2 为 例 ( 图 8-33), 其 第 4 个 内 含 子 可 形成 一 个 蕉 环 结构 。 茎 环 
结构 双 链 区 内 的 一 个 AA 序列 可 在 ADAR2 自身 催化 下 ,通过 编辑 变 成 AI, 而 AI 可 模拟 
AG 序列 成 为 一 个 潜在 的 剪接 位 点 。 如 果 使 用 这 个 剪接 位 点 进行 选择 性 剪接 ,将 保留 其 
中 的 47 nt 在 最 后 的 可 读 框 内 ,由 此 可 让 一 个 终止 密码 子 提前 出 现 , 这 样 翻 译 出 来 的 
ADAR2 是 没有 活性 的 。ADAR2 可 能 通过 这 种 方式 控制 自身 的 表达 水 平 。 

2、 编 辑 的 意义 

编辑 可 视 为 一 种 最 奇特 的 RNA 前 体 的 后 加 工 方式 ,其 存在 的 意义 可 能 包括 : 

(1) 就 像 选择 性 剪接 和 选择 性 加 尾 一 样 ,编辑 可 以 在 不 增加 基因 组 基因 数目 的 前 提 
下 ,提高 不 同 种 类 蛋白 质 的 数目 。 像 人 和 果 蝇 都 能 借助 于 编辑 ,创造 在 性 质 上 有 细微 差 
别 的 一 些 电位 门 控 的 离子 通道 (voltage-gated ion channel) 和 位 于 脑 不 同 部 位 的 神经 递 质 
受 体 。 

(2) 纠正 在 DNA 水 平 所 发 生 的 某 些 突变 。 

(3) 为 某 些 mRNA 创造 起 始 密码 子 或 终止 密码 子 。 创 造 起 始 密码 子 的 实例 是 玉米 
和 烟草 叶绿体 各 自 的 zzpo12 和 zspL 的 转录 物 以 及 小 麦 线粒体 zad/ 转录 物 , 通 过 编辑 将 
一 个 ACG 密码 子 转换 成 AUG 起 始 密码 子 ; 创 造 终 止 密码 子 的 例子 就 是 小 肠 细 胞 内 的 
Apo B-48 mRNA 所 发 生 的 编辑 。 


二 rRNA 前 体 的 后 加 工 


典型 的 真 核 生物 的 基因 组 中 含有 上 百 个 拷贝 的 rRNA 基因 ,它们 成 复 排 列 。 其 中 最 
小 的 5S rRNA 单独 作为 一 个 转录 单位 由 RNAP 焉 催化 转录 ,其 转录 产物 以 UUUUU 结 
尾 ,仅仅 由 3- 外 切 核 酸 酶 做 简单 的 后 加 工 就 行 了 ,而 18S.5. 8S 和 28S zRNA 则 是 作为 
同一 个 多 顺 反 子 在 RNAPT 工 催化 下 转录 的 ,需要 经 历 相 对 复杂 的 剪 切 和 修剪 (图 8- 34)， 
才能 释放 出 各 个 rRNA。 此 外 ,成 熟 的 rRNA 不 仅 含 有 大 量 的 甲 基 化 核 苷 酸 ,其 中 80 听 
为 2-O 甲 基 化 核糖 ,其 余 为 甲 基 化 的 碱 基 一 一 A 或 G, 而 且 还 有 许多 假 尿 昔 沙 例 如 人 
rRNA 含有 95 个 假 尿 苷 ,因此 , 真 核 生 物 rRNA 的 后 加 工 方式 还 包括 核 苷 酸 的 修饰 。 而 
某 些 生物 ,如 四 腊 虫 (Tetrahymenre) 和 绒 泡 菌 CPhysarzx) 的 rRNA 前 体 还 有 内 含 子 , 因 
而 ,这 些 rRNA 前 体 的 后 加 工 方式 还 有 剪接 。 


TRNA 前 体 


售 8-34 真 核 细胞 核 rRNA 前 体 的 后 加 工 


(一 ) 剪 切 、 修 剪 和 修饰 

与 细菌 不 同 的 是 , 真 核 生 物 TRNA 前 体 的 后 加 工 需要 一 大 群 snoRNA。 某 些 
snORNA 在 将 rRNA 初级 转录 物 剪 切 成 个 别 rRNA 中 起 作用 ,但 绝 大 多 数 snoRNA 所 起 
的 作用 是 通过 与 rRNA 前 体 特定 序列 的 互补 配对 来 引导 修饰 酶 确定 修饰 位 点 。 与 
snRNA 一 样 ,snoRNA 需要 和 特定 的 和 蛋白质 组 装 成 snoRNP (small nucleolar 
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ribonucleoprotein) 才 能 起 作用 。 一 般 而 言 ,一 种 snoRNP 约 含 有 6 一 10 个 蛋白 质 亚 基 。 

真正 的 修饰 反应 是 由 专门 的 修饰 酶 在 识别 特定 的 snoRNA- rRNA 复合 物 后 进行 。 
snoRNA 通常 含有 两 个 保守 的 结构 元 件 (图 8 - 35) ,基于 此 可 将 它们 分 成 两 类 :一 类 含有 
C/D 盒 (box C/D) , 另 一 类 含有 H/ACA 盒 (CH/ACA box)。 所 有 指导 核糖 2- OH 甲 基 
化 的 snoRNA 属于 CVD 盒 类 ,而 指导 假 尿 苷 形成 的 snoRNA 均 属 于 H/ACA 盒 类 。 


Box C/D snoRNA Box H/ACA SnoRNA 


Box 日 
呈 / 入 ANANNA 


食 8-35 snoRNA 指导 的 2- 0 甲 基 化 核糖 和 假 尿 苷 形成 


在 核 背 酸 被 修饰 的 同时 或 修饰 结束 以 后 ,rRNA 前 体 在 特定 的 核酸 酶 的 催化 下 进行 
剪 切 和 修剪 。 已 在 真 核 细胞 中 ,发现 了 参与 细菌 rRNA 前 体 剪 切 和 修剪 的 核糖 核酸 酶 由 
和 了 的 类 似 物 。 其 中 ,有 一 种 叫 核糖 核酸 酶 MRP(RMRP) ,也 是 一 种 核糖 核酸 蛋白 颗 
粒 , 它 具有 两 个 功能 :一 个 是 参与 5. 8S rRNA 5 -端的 加 工 , 另 一 个 参与 线粒体 DNA 复 
制 中 引物 的 加 工 , 这 项 功能 (RNase for mitochondrial RNA processing) 实 际 上 就 是 此 酶 名 
称 RMRP 的 由 来 。 在 剪 切 和 修 前 反应 中 ,机 体 使 用 甲 基 化 作为 rRNA 前 体 后 加 工 过 程 
中 碱 基 序 列 取舍 的 标记 。 

(二 ) 四 膜 虫 26S rRNA 前 体 的 自 剪 接 

四 膜 虫 是 一 种 原生 动物 , 它 的 26S rRNA 的 前 体 含 有 间 揪 序列 (intervening 
sequence,IVS) , 即 内 含 子 。 从 20 世纪 70 年 代 未 到 80 年 代 初 ,Thomas Cech 等 人 一 直 在 
研究 它 的 剪接 机 制 , 结 果 发 现 其 IVS 的 切除 不 需要 任何 蛋白 质 的 参与 ,也 不 需要 ATP， 
完全 是 一 种 自 催 化 反应 。 整 个 剪接 过 程 为 (图 8- 36) :首先 是 充当 辅 助 因子 的 鸟 昔 或 鸟 
苷 酸 上 的 3- OH 亲 核 进攻 5 - SS 上 的 磷酸 二 酯 键 ,结果 导致 外 显 子 (E, ) 和 IVS 之 间 的 
磷酸 二 酯 键 发 生 断 裂 。 在 已 和 IVS 之 间 的 磷酸 二 酯 键 断裂 的 同时 , 鸟 昔 或 鸟 苷 酸 即 与 
IVS 的 5 - 端 形成 新 的 磷酸 二 酯 键 ;随后 ,刚刚 暴露 出 的 已 的 3-OH 进攻 3 -SS 上 的 磷 
酸 二 酯 键 , 造 成 这 里 的 磷酸 二 酯 键 断 裂 。 这 时 ,IVS 随 之 被 切除 ,而 两 个 外 显 子 ( 杞 和 屯 ) 
则 通过 新 的 磷酸 二 酯 键 而 连接 起 来 。 由 于 这 里 所 发 生 的 剪接 反应 不 需要 任何 蛋白 质 的 
帮助 ,也 不 需要 提供 能 量 ,完全 是 RNA 前 体 自 催 化 的 结果 ,因此 Cech 把 这 种 具有 催化 性 
质 的 RNA 称 为 核 酶 ,以 区 别 于 传统 的 由 蛋白 质 提供 催化 活性 的 酶 。 四 腊 虫 FRNA 前 体 中 
的 IVS 属于 第 一 类 内 含 子 , 可 是 这 里 起 催化 作用 的 究竟 是 IVS 还 是 其 外 显 子 部 分 呢 ? 

Cech 随后 所 做 的 一 系列 定点 突变 实验 ,证 明了 起 催化 作用 的 部 分 是 由 414 nt 组 成 
的 IVS。 更 深入 的 研究 还 表明 ,四 膜 虫 的 IVS 和 其 他 第 一 类 内 含 子 一 样 ,与 传统 的 酶 具 
有 许多 共同 的 性 质 :(1) 能 提高 反应 速率 ;(2) 催化 活性 依赖 于 它 的 三 维 结构 。 如 果 三 维 
结构 受热 或 其 他 因素 的 作用 被 破坏 ,其 活性 也 随 之 丧失 ; (3) 催化 的 剪接 反应 具有 高 度 


GpA 内 含 子 


伪 8-36 四 膜 虫 rRNA 前 体 (第 二 类 内 含 子 ) 的 自我 剪接 


的 专 一 性 , 即 剪接 的 位 置 和 被 切除 的 内 含 子 的 大 小 是 一 定 的 ; (4) 与 辅助 因子 G 的 结合 
具有 饱和 性 , 开 。 约 为 30 pmol/L;(5) 剪接 反应 能 被 竞争 性 抑制 剂 3 -脱氧 鸟 音 抑制 。 然 
而 ,严格 地 说 ,第 一 类 内 含 子 还 不 能 算得 上 真正 的 酶 ,因为 在 反应 中 ,自身 也 被 消耗 了 。 
但 如 果 继 续 追 踪 IVS 的 去 向 ,就 会 发 现 它 还 能 再 进行 一 次 自 剪 切 ,丢掉 了 19 nt, 留 下 的 
由 395 nt 组 成 的 片段 称 为 下 - 19 IVS.。 在 体外 ,L- 19 IVS 能 将 五 聚 胞 昔 酸 (Cs ) 催 化 转 
变 成 六 聚 胞 苷 酸 (Ce)( 图 8- 37) ,此 反应 完全 遵守 米 氏 动力 学 。 尽 管 ecat/ 开 。 值 不 高 ,但 
比 非 酶 促 反 应 要 提高 了 10 "个 数量 级 。 由 此 可 见 ,IVS- 19 完全 是 一 种 名 副 其 实 的 酶 。 


(1) (2) 


Ce 
GCCCCC 


售 8-37 IVS-19 所 催化 的 水 解 反应 和 连接 反应 


第 一 类 内 含 子 除了 四 膜 虫 rRNA 前 体 的 IVS 以 外 ,还 有 某 些 细菌 的 tRNA 内 含 子 、 
真菌 叶绿体 基因 组 和 某 些 植物 的 叶绿体 基因 组 ,以 及 某 些 低 等 生物 细胞 核 基因 组 编码 的 
内 含 子 。 
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KITT 为 什么 真 核 生物 
mRNA 的 剪接 反应 需要 消耗 
ATP, 而 第 一 类 和 第 二 类 内 
含 子 的 剪接 却 不 
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征 " 
而 7 
R 


要 ? 


少数 第 一 类 内 会 子 与 第 二 类 内 合子 一 样 ,也 含有 一 个 可 读 框 , 编 但 转 座 酶 类 的 蛋白 
质 , 从 而 可 以 复制 出 一 个 新 的 内 含 子 序列 ,并 将 其 插入 到 基因 组 其 他 位 置 。 


二 2 
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(3) 第 三 类 内 含 子 
导 8-38 三 类 内 含 子 切除 机 制 的 比较 


以 上 介绍 的 三 类 内 含 子 都 由 核 酶 催化 (图 8 - 38) ,其 中 第 一 类 和 第 二 类 内 含 子 本 身 
就 是 核 酶 ,而 催化 第 三 类 内 含 子 剪接 的 snRNA 也 是 核 酶 。 除 了 这 三 类 核 酶 以 外 ,前 面 提 
到 的 MI RNA 也 是 核 酶 ,还 有 某 些 具有 锤 头 (hammerhead) 二 级 结构 的 类 病毒 (virusoid) 
的 基因 组 RNA、 某 些 病 毒 相 关 的 卫星 RNA、 核 糖 体 最 大 的 rRNA 和 某 些 核 开 关 
(Criboswitch) 等 都 是 核 酶 。 

核 酶 的 发 现 不仅 彻 底 改变 了 人 们 对 酶 都 是 蛋白 质 的 传统 观念 ,而 且 对 探究 生命 的 起 
源 很 有 帮助 。 为 此 ,有 人 提出 "“RNA 世界 ?假说 (the RNA world hypothesis) ,认为 在 细胞 
出 现 之 前 ,地 球 上 曾 有 过 所 谓 的 “RNA 世界 ”, 这 个 阶段 的 RNA 不仅 充当 遗传 物质 ,而 且 
具有 众 化 功能 ,负责 自身 的 复制 ;但 随 着 生命 的 不 断 进化 ,在 当今 这 个 世界 ,原始 RNA 的 
两 个 功能 分 别 交 给 DNA 和 和 蛋白质, 因为 DNA 作为 遗传 物质 更 为 稳定 ,而 蛋白 质 作 为 酶 
更 加 灵活 多 样 ,那些 至 今 仍然 保留 催化 活性 的 RNA 似乎 是 这 种 进化 历程 的 “活化 石 ” 

2001 年 , Wendy K. Johnston 等 人 报道 ,他 们 使 用 人 工 合成 的 RNA 催化 了 以 单 链 
RNA 为 模板 .以 NTP 为 前 体 的 RNA 合成 ,合成 出 来 的 长 达 14 nt 的 RNA 与 模板 完全 互 
补 。2016 年 8 月 15 日 , David P，Horning 等 人 在 美国 科学 院 院 刊 上 发 表 了 题 为 
“Amplification of RNA by an RNA polymerase ribozyme 的 论文 ,报道 获得 了 一 种 改进 过 
的 聚合 酶 核 酶 ,这 种 核 酶 能 够 合成 多 种 功能 性 的 RNA 和 扩 增 短 的 RNA 模板 。 这 些 研 
究 成 果 都 为 "RNA 世界 ”假说 提供 了 十 分 有 力 的 证 据 。 


Box 8-4 “RNA 世界 ?的 探索 之 旅 


有 关 地 球 上 生命 起 源 的 问题 一 直 是 众多 科学 之 这 中 极为 重要 的 一 个 ;而 在 生命 进 
化 过 程 中 , 完 竟 是 先 有 DNA, 还 是 先 有 有 蛋 白质 ? 这 个 类 似 “ 先 有 鸡 , 还 是 先 有 有 蛋 ” 的 问 
题 ， 曾 长 期 在 生命 科学 界 争论 和 不休。 直至 核 酶 被 发 现 以 后 * 再 加 上 细胞 内 多 种 具有 不 
同 结构 和 功能 的 RNA 的 相继 发 现 ; 人 们 终于 意识 到 在 生命 的 进化 过 程 中 ,RNA 占据 
了 十 分 特殊 的 位 置 。 于 是 ?有 人 提出 在 地 球 上 曾经 出 现 过 一 个 奇特 的 “RNA 世界 ”, 在 
那个 世界 里 ,RNA 既 序 当 遗 传 物质 ,又 行使 酶 的 功能 ;从 化 自身 的 复制 和 提供 原始 生 
命 所 需要 的 其 他 众 化 活性 。 显 然 , 它 的 产生 先 于 蛋白 质 和 DNA。 然 而 , 随 着 生命 的 进 
化 ,生物 体内 的 代谢 越 来 越 复杂 ,对 生物 众 化 剂 和 和 遗传 物质 的 要 求 就 越 来 越 高 ,RNA 
作为 生物 催化 剂 和 遗传 物质 国有 的 不 足 已 不 能 满足 需要 。 这 种 选择 性 压力 要 求 出 现 
更 快 , 更 强 . 更 好 的 众 化 剂 以 及 更 加 稳定 的 遗传 物质 ,于 是 ,原始 RNA 的 两 项 功能 分 别 
“让 位 ”给 了 后 来 出 现 的 蛋白 质 和 DNA。 

目前 已 积累 了 大 量 支 特 RNA 世界 学 说 的 证 据 , 事 实 上 ,许多 重要 的 证 据 就 隐藏 在 
现代 的 活 细胞 之 中 。 它 们 主要 包括 :(1) RNA 志 可 以 充当 遗传 物质 ,很 多 病毒 (如 
HIV 和 流感 病毒 ) 以 RNA 为 遗传 物质 ;(2) RNA 可 以 充当 酶 ,而 且 可 以 催化 多 种 不 同 
的 反应 。 现 代 细 胞 里 ,还 残留 的 天 然 核 酶 能 够 催化 蛋 和 白质 的 合成 (核糖 体 )、 催 化 转录 
后 加 工 (核糖 核酸 酶 BE、 第 工 类 和 第 开 类 内 含 子 、 剪 接 体 )、 参 与 RNA 的 复制 ( 锤 头 状 核 
酶 :发 夹 状 核 酶 和 -HDV 核 酶 ) 参与 基因 表达 的 调控 (GlmS 核 开 关 )。 而 通过 SELEX 
技术 制备 簿 选 出 来 的 芒 酶 催化 的 反应 种 类 就 更 多 了 ;如 2010 年 2 月 科罗拉多 大 学 的 
研究 团队 创造 了 一 个 最 小 的 RNA 分 子 。 它 仅 含 5 个 核 音 酸 ,能 够 独立 催化 对 蛋白 质 
合成 至 关 重 要 的 反应 。 此 发 现 证 明了 核 酶 的 长 度 可 以 远 远 比 人 们 想象 中 小 ,也 可 以 更 
容易 地 在 原始 条 件 下 被 合成 。 这 些 人 工 核 酶 也 评 曾 经 在 了 NA 世界 中 出 现 过 ,只 不 过 
因为 后 来 下 不 上 生物 进化 的 步伐 而 被 淘汰 了 ;603) 现代 的 细胞 里 ,有 各 种 不 同 的 RNA， 
它们 具有 多 项 不 同 的 功能 二 除 予 作为 酶 和 茶 些 病毒 的 遗传 物质 以 外 * 还 有 其 他 多 个 重 
要 的 功能 ;(4) RNA 也 能 参与 录 校对 ,这 对 于 当初 “RNA 世界 ”的 RNA 复制 的 忠实 
性 极为 重要 ,就 黎 现 代 的 细胞 的 DNA 复制 需要 通过 DNA 聚合 酶 的 自我 校对 来 提高 
忠实 性 一 样 ;(5) 细胞 在 合成 核 苷 酸 的 时 候 , 先 合 成 RNA 的 组 成 单位 核糖 核 苷 酸 ， 然 
后 再 合成 DNA 的 组 成 单位 脱氧 核 苷 酸 , 即 脱氧 核 车 酸 如 由 核糖 核 苷 酸 还 原 而 来 。 此 
外 ,细胞 是 先 合成 一 般 被 认为 是 RNA 特有 的 碱 基 U, 然 后 再 合成 DNA 特有 的 碱 基 T 工 ; 
(6) 许多 基于 有 蛋白质 的 酶 所 需要 的 辅助 因子 含有 腺 着 或 腺 戎 酸 , 如 下 AD、JNAD 、 
NADP+ 和 .CoA。 

然而 ;拥有 了 以 上 条 件 的 RNA 是 知 就 能 构成 一 个 原始 生命 体 子 呢 2 显然 答案 是 
否定 的 全 这 因为 涉及 区 室 化 (compartmenitalization) 这 个 重大 的 问题 了 ,如 果 没 有 一 个 
类 似 细 胞 膜 的 物质 将 RNA 包 庄 起 来 ,RNA 则 会 因 扩 散 定 律 而 分 崩 离 析 ;, 驻 如 何 构成 
一 个 有 机 体 呢 ? 为 此 宾夕法尼亚 州 立 大 学 构建 了 一 个 可 能 的 模型 。Keating 的 团队 使 
用 了 聚 乙 二 醇 (polyethylene glycol， PEG) 和 者 旋 糖 醋 (dextran) 两 种 聚合 物 来 包 衷 
RNA, 实 验 发 现 一 旦 RNA 被 包 衷 起 来 ,分 子 间 就 可 以 相互 联系 进而 催化 化 学 到 应 5 
有 趣 的 是 ,RNA 链 越 长 ,被 包 襄 的 RNA 就 越 密集 * 反 应 的 速率 也 越 快 。 虽然 我 们 无 法 
证 明 这 两 种 聚合 物 就 是 原始 生命 体 的 “ 膜 ”, 但 是 至 少 说 明了 在 地 球 原 始 阶段 ;有 可 能 
存在 类 似 物 , 它 可 以 驱动 RNA 的 区 室 化 。 


三 .RNA 前 体 的 后 加 工 


tRNA 前 体 除了 在 5 - 端 和 3 - 端 含有 多 余 的 核 苷 酸 序列 以 外 , 某 些 还 有 小 的 内 合 
子 。 内 含 子 的 位 置 一 般 是 固定 的 ,都 位 于 反 密 码 子 的 3 - 端 。 此 外 , 真 核 生 物 成 熟 的 
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tRNA 也 是 被 高 度 修 饰 的 ,而 且 3 -端的 CCA 序列 本 来 并 不 存在 。 因 此 , 真 核 生 物 RNA 
前 体 的 后 加 工 方式 应 包括 剪 切 、 修 剪 、 碱 基 修 饰 .添加 CCA 和 剪接 (图 8- 39)。 其 中 前 
切 、 修 剪 和 碱 基 修 饰 与 细菌 系统 相似 。 此 外 ,大 多 数 真 核 生 物 tRNA 5 - 端 缺乏 一 个 必 
需 的 乌 苷 酸 ,这 也 需要 通过 后 加 工 给 补 上 。 
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tRNA 前 体 (108 nt) 
图) 8-39 含有 内 含 子 的 tRNA" 前 体 的 后 加 工 


在 真 核 细胞 ,也 发 现 了 核糖 核酸 酶 P。 例 如 ,酵母 和 人 的 核糖 核酸 酶 P 由 1 个 非 编 
码 RNA 和 9 个 蛋白 质 组 成 ,其 RNA 与 细菌 以 及 某 些 古 菌 体 内 的 核糖 核酸 酶 了 一样, 也 
有 催化 活性 。 在 多 细胞 生物 的 线粒体 和 叶绿体 ,还 没有 发 现 有 核糖 核酸 酶 P, 这 似乎 与 
这 两 种 细胞 器 的 内 共生 学 说 不 利 , 但 在 某 些 单 细胞 藻类 的 原始 质 体 中 却 发 现 了 它 的 踪 
影 。 尽 管 这 些 细胞 器 内 的 核糖 核酸 酶 P 的 RNA 单 独 并 无 核 酶 活性 ,但 若 将 其 与 蓝 细菌 
核糖 核酸 酶 了 中 的 蛋白 质 重组 以 后 则 具有 完整 的 酶 活性 ,这 表明 这 些 核 糖 核酸 酶 P 的 酶 
活性 仍然 与 RNA 有 关 。 

添加 CCA 是 在 3 - 端 多 余 的 核 苷 酸 被 切除 后 进行 的 ,催化 反应 的 tRNA 核 背 酸 转 移 
酶 在 结构 和 功能 上 与 细菌 相似 。 

tRNA 中 的 内 含 子 都 很 短 ,通常 为 10 nt 一 20 nt, 无 一 致 序列 。 对 于 细菌 ,其 tRNA 内 
含 子 要 么 属于 第 一 类 ,要 么 属于 第 二 类 ,因此 剪接 属于 自 催 化 。 但 真 核 生 物 核 基因 组 编 
码 的 tRNA 和 古 菌 的 tRNA 内 含 子 既 不 属于 第 一 类 ,也 不 属于 第 二 类 ,其 前 接 由 一 系列 
专门 的 蛋白 质 组 成 的 酶 按照 一 定 的 次 序 进 行 催化 。 酵 母 细胞 的 tRNA 剪接 由 3 步 反 应 
组 成 (图 8-40): 

(1) 底 物 识别 和 内 含 子 切除 

这 一 步 不 需要 ATP, 由 特定 的 内 切 酶 催化 ,产物 是 分 别 具 有 2 ,3'- 环 磷酸 和 5 - OH 
的 2 个 半 tRNA 分 子 , 以 及 具有 5- OH 和 3- 磷酸 的 线 状 内 含 子 序列 。 由 于 tRNA 前 体 
已 形成 了 三 叶 草 二 级 结构 ,所 以 失去 内 含 子 的 2 个 半分 子 tRNA 仍然 通过 受 体 葵 的 碱 基 
配对 结合 在 一 起 。 


(2) 2 个 半分 子 tRNA 的 连接 

这 一 步 需 要 ATP, 主要 由 RNA 连接 酶 催化 。 但 第 一 步 反 应 产生 的 2 个 半分 子 
tRNA 不 是 连接 酶 的 正常 底 物 ,因此 需要 进行 加 工 。 加 工 需 要 两 种 酶 ,一 种 是 环 磷酸 二 
酯 酶 (cyclic phosphodiesterase) , 它 负 责 打 开 5'- NA 半分 子 3 -端的 2 ,3'- 环 磷酸 ,以 
游离 出 3- OH。 另 一 种 是 GTP -激酶 ,负责 将 另 一 个 半分 子 的 tRNA 的 5- OH 转变 成 
5 -磷酸 。 一 旦 2 个 半分 子 tRNA 被 加 工 好 ,tRNA 连接 酶 并 将 其 连接 起 来 ,使 其 成 为 一 
个 完整 的 tRNA 分 子 。 状 椎 动物 使 用 反应 机 制 完 全 不 同 的 连接 酶 ,直接 将 第 一 步 反 应 产 
生 的 2 个 半分 子 tRNA 连接 起 来 ,而 不 产生 多 余 的 2 -磷酸 ,因此 最 后 一 步 就 不 需要 了 。 
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3 ， ppG(GTP) 
GTP- 激 酶 
环 磋 酸 ER 


这 
人 @) A(AMP) 


+ 连接 酶 


S 站 
成 熟 的 tRNA 
个 38-40 酵母 tRNA 前 体 的 剪接 


(3) 2 -磷酸 的 去 除 

剪接 好 的 让 NA 分 子 还 有 一 个 多 余 的 2 -磷酸 ,这 需要 磷酸 酶 将 其 水 解 下 来 。 一 种 
依赖 于 NAD- 的 2 -磷酸 转移 酶 可 将 2 -磷酸 转移 给 NAD- ,产生 成 熟 的 tRNA、ADP - 核 
糖 - 1 - 2 一 环 磷 酸 和 尼克 酰胺 。 

所 有 生物 体内 成 熟 的 tRNA 天 的 5- 端 核 背 酸 总 是 G, 它 与 73 号 位 的 C 配 对 ,形成 
Gl : C73 碱 基 对 。 该 碱 基 对 是 组 氨 酰 - tRNA 合成 酶 识别 疏 NAS 的 个 性 或 身份 "所 在 。 
但 对 大 多 数 真 核 生物 而 言 , 其 tRNA 的 5- 端 在 被 核糖 核酸 酶 P 加 工 以 后 ,并 无 G 的 存 
在 ,这 就 需要 在 tRNA 王 鸟 苷 酸 转 移 酶 (tRNAES- guanylyltransferase,Thgl) 的 催化 下 进 
行 增补 。 
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第 三 节 ”十 菌 的 转录 后 加 工 


古 菌 的 转录 后 加 工 在 某 些 方 面 与 细菌 和 真 核 生物 一 样 ,在 某 些 方面 仅 类 似 于 细菌 或 
真 核 生 物 ,还 有 少数 是 古 菌 特有 的 。 

就 mRNA 而 言 , 其 功能 相关 的 基因 一 般 以 操纵 子 的 形式 组 织 在 一 起 。 其 后 加 工 类 
似 于 细菌 ,没有 帽子 结构 ,通常 也 没有 多 聚 A 尾巴 。 对 于 少数 具有 多 聚 A 尾巴 的 mRNA 
而 言 , 其 加 尾 的 机 制 和 功能 完全 不 同 于 真 核 生 物 , 倒 与 含有 多 聚 A 尾巴 的 细菌 mRNA 相 
似 。 含 有 内 含 子 的 mRNA 的 剪接 机 制 既 不 同 于 真 核 生 物 ,也 不 同 于 细菌 ,而 是 类 似 于 它 
的 tRNA 的 剪接 。 

就 rRNA 而 言 , 其 基因 也 以 多 顺 反 子 的 形式 存在 ,通过 剪 切 和 修剪 释放 出 三 种 
rRNA。 核 苷 酸 的 修饰 与 真 核 生 物 一 样 ,需要 各 种 特殊 的 小 RNA 与 蛋白 质 形 成 的 RNP 
去 识别 和 锁定 修饰 目标 ,这 些小 RNA 相当 于 真 核 生 物 的 snoRNA。 某 些 古 菌 参与 TRNA 
核糖 甲 基 化 修饰 导向 的 小 RNA 在 真 核 细 胞 里 照样 可 以 起 作用 。 对 于 含有 内 含 子 的 
rRNA 的 剪接 与 其 RNA 剪接 机 制 相 似 , 完 全 不 同 于 真 核 生 物 。 

就 tRNA 而 言 , 其 基因 的 组 织 方式 类 似 于 细菌 , 即 可 能 单独 存在 :也 可 能 夹 在 rRNA 
基因 之 中 。 后 加 工 的 方式 一 般 包 括 : 

(1) 5 一 端 和 3- 端的 剪 切 和 修剪 

参与 5 - 端 和 3 - 端 剪 切 的 酶 分 别 是 核糖 核酸 酶 P 和 Z。 与 细菌 和 真 核 生物 一 样 , 参 
与 5 - 端 剪 切 的 核糖 核酸 酶 P 也 属于 核 酶 。 然 而 ,在 一 种 叫 骑 行 纳 古 菌 (Nazoarchaeuzr 
eduitans ) 的 细胞 中 ,没有 核糖 核酸 酶 P。 在 这 种 古 菌 所 有 的 tRNA 基因 的 5 - 端 , 均 没 有 多 
余 的 前 导 系 列 , 即 第 一 个 转录 出 来 的 核 苷 酸 就 是 出 现在 成 熟 的 tRNA 分 子 5 -端的 第 一 个 核 
苷 酸 , 因 此 在 转录 以 后 不 需要 进行 剪 切 和 修剪 。 这 也 就 完全 摆脱 了 对 核糖 核酸 酶 P 的 需要 。 

(2) 核 苷 酸 的 修饰 

与 真 核 生 物 相 似 ,由 各 种 修饰 酶 催化 。 

(3) 添加 CCA 

与 真 核 生物 一 样 , 古 菌 绝 大 多 数 的 tRNA 基因 内 部 无 CCA, 故 需要 添加 CCA。 

(4) 编辑 


某 些 吉 菌 tRNA 已 被 发 现 还 可 进行 人 

编辑 ,这 些 古 菌 通 过 编辑 纠正 了 发 生 在 其 人 

tRNA 基因 上 的 一 个 突变 ,该 突变 可 影响 C。G 

到 tRNA 正常 的 折 和 天 和 功能 。 以 嗜 热 产 CDAT8 一 G"C 

甲烷 古 菌 (Methnazopbpyrus Razacleri) 为 例 ， 1 人 本 

这 种 古 菌 共有 34 个 tRNA 基因 ,其 中 有 col SG@c… 亲 
30 个 在 8 号 位 并 不 是 通常 编码 U 的 T，C 国 ,” 09ccc 和 
而 是 C, 但 在 成 熟 的 tRNA 分 子 上 却 是 OGAGAGC 人 
U8 ,并 不 是 C8。 于 是 ,这 些 成 熟 的 tRNA UU 站 让 < 辣 


像 其 他 tRNA 一 样 ,照样 在 8 号 和 14 号 
之 间 形 成 对 tRNA 三 级 结构 极其 重要 的 
U8-Al4 配 对。 经 过 进一步 的 研究 发 现 ， 
有 一 种 高 度 特异 性 的 胞 昔 酸 脱 氮 酶 催化 世 A 

了 C8-~U8 的 编辑 。 这 种 酶 被 命名 为 作 2 

用 tRNA8 号 碱 基 的 胞 苷 酸 脱 氨 酶 

(cytidine deaminase acting on tRNA base 圈 8 -41 哺 热 产 甲烷 古 菌 tRNA 的 编辑 
8,CDAT8)( 图 8-41)。 


人 1 矶 人 仙人 必 
和 本 要 
加 人 站 有 全 
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与 细菌 和 真 核 生物 相 比 , 古 菌 有 更 多 的 tRNA 含有 内 含 子 。 据 估计 ,大 约 15% 的 古 
菌 tRNA 具有 内 含 子 , 少 数 古 菌 的 比例 可 高 达 70%。 这 些 内 含 子 的 大 小 在 16 nt - 44 nt 
之 间 , 还 有 少数 tRNA 的 内 含 子 不 止 一 个 。 细 菌 的 tRNA 内 含 子 属 于 第 一 类 或 第 二 类 内 
合子 ,因此 进行 自前 接 。 但 古 菌 的 了 NA 剪接 与 真 核 生 物 一 样 ,是 由 一 系列 专门 的 蛋白 
质 组 成 的 酶 按照 一 定 的 次 序 催化 完成 的 。 古 菌 催化 剪接 的 内 切 酶 识别 tRNA 分 子 前 体 
上 的 一 种 模 体 结构 , 即 突起 -螺旋 -突起 (bulgehelix-bulge,BHB)。 所 有 参与 前 接 的 
tRNA 内 切 酶 都 形成 相似 的 由 4 个 亚 基 组 成 的 四 级 结构 ,共有 2 个 活性 中 心 , 相 距 
2.7 nm, 这 个 距离 正好 对 应 于 BHB 在 RNA 底 物 上 两 个 切 点 之 间 的 距离 。 突 起 内 的 3 个 
核 苷 酸 从 通常 的 堆积 处 翻转 出 来 ,其 中 第 一 个 凸 起 核 苷 酸 被 夹 在 两 个 保守 的 Lys 残 基 之 
间 ( 图 8- 42)。 内 切 酶 的 活性 中 心 含有 由 三 个 保守 的 氨基 酸 残 基 一 一 Tyr、His 和 Lys 组 
成 的 催化 三 元 体 , 切 割 产 生 2 ,3 - 环 磷酸 和 5 - OH。 ER 去 芮 的 内 合子 很 少 
有 第 一 类 和 第 三 类 。 你 认为 


图 8- 42 古 菌 tRNA 内 切 酶 与 其 底 物 结合 时 的 三 维 结构 


骑 行 纳 古 菌 的 tRNAs" 基 因由 2 个 半 基因 组 成 。 每 个 半 基 因 含有 一 段 内 含 子 ,其 中 
5!- 半 tRNA 内 含 子 位 于 它 的 3'- 端 ,3/- 半 tRNA 内 含 子 位 于 它 的 5- 端 。 这 2 个 半 tRNA 
独立 地 转录 ,在 转录 以 后 通过 互补 碱 基 对 自发 组 装 在 一 起 ,然后 通过 反 式 剪接 合 二 为 一 ， 
而 断 发 的 内 含 子 同时 被 切除 (图 8 - 43)。 


3 一 半 tRNA 


配对 结合 
RNA 成 熟 的 tRNA 
十 
售 8-43 骑 行 纳 古 菌 人 RNA%" 前 体 的 反 式 剪接 
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科学 故事 一 -一 第 一 例 真正 的 核 酶 的 发 现 


1978 年 ,美国 Colorado 大 学 的 工 _ Cech 发 现 , 四 膜 由 rRNA 的 前 体 在 成 熟 过 程 
中 的 剪接 不 需要 任何 蛋白 质 的 存在 就 可 以 进行 。Cech 等 认为 此 催化 作用 来 自 于 
rRNA 前 体 的 本 身 , 并 将 其 命名 为 核 酶 。 这 个 发 现在 学 术 界 带 来 了 极 大 的 震撼 ,因为 
在 此 之 前 ,大 家 都 以 为 只 有 有 蛋白 质 才能 充当 生物 俊 化 剂 。 

严格 地 说 ,四 膜 虫 的 TRNA 前 体 算 不 上 真正 的 酶 ,因为 它 只 催化 本 身 的 反应 ,不 
像 真正 的 酶 可 以 催化 其 他 分 子 的 反应 。 另 外 ,真正 的 酶 在 反应 中 自身 不 会 被 消耗 ， 
而 TRNA 前 体 则 在 反应 中 被 水 解 掉 。 

尽管 如 此 ,Cech 的 发 现 使 许多 生物 学 家 相信 ,迟早 有 一 天 会 发 现 真正 的 RNA 
催化 剂 。 很 快 这 个 预言 就 成 为 现实 。1978 年 , Yale 大 学 的 Sydney Altman 及 其 同 
事 就 发 现 了 大 肠 杆 菌 的 核糖 核酸 酶 也 就 是 一 种 名 副 其 实 的 酶 。 

Sydney 多 年 以 来 一 直 在 从 事 tRNA 的 结构 及 其 前 体 后 加 工 的 研究 ,他 在 研究 大 
肠 杆 菌 的 tRNAIr 后 加 工 反 应 中 发 现 了 参与 tRNA 前 体 分 子 5 一 端的 后 加 工 的 核糖 
核酸 酶 P。 在 电泳 分 离 大 肠 杆 菌 的 核糖 核酸 酶 时 ,发 现 其 带 有 高 度 的 负电 荷 . 当 时 
他 们 猜测 可 能 带 有 核酸 成 分 。 几 年 后 ,他 的 研究 生 Benjamin Stark 发 现 正 是 一 种 高 
分 子 量 的 RNA 片段 与 一 种 大 小 为 14kDa 的 蛋白 质 总 是 同时 被 纯化 。 后 来 ,他 们 将 
其 中 的 RNA 命 名 为 MIRNA, 并 发 现 它 与 ]IKkemura 和 Dahlberg 在 1973 年 曾 报 道 过 
的 一 种 未 知 功能 的 RNA 是 一 种 东西 。 

为 了 确定 MIRNA 可 能 起 的 作用 ,他 们 首先 用 微 球 菌 核酸 酶 (microccocal 
nuclease) 处 理 核糖 核酸 酶 已 以 水 解 其 中 的 RNA, 结 果 很 快 发 现 酶 活性 完全 表 失 。 
与 此 同时 ,他 们 还 使 用 蛋白 酶 处 理 核 糖 核酸 酶 了 ,发现 酶 活性 同样 表 失 。 这 似乎 表 
明 ,RNA 和 有 蛋白质 都 是 酶 活性 所 必需 的 成 分 。 使 用 CsCl 密度 梯度 离心 ,核糖 核酸 
酶 P 的 浮力 密度 在 1.72 g/mL, 显 示 是 其 典型 的 RNA 和 有 蛋白质 复合 物 特性 。 

就 在 Altman 实验 室 在 忙于 分 离 、 纯 化 核糖 核酸 酶 忆 的 时 候 ,Schedl 和 
Primako 竺 等 在 对 大 肠 杆 菌 进行 一 系列 的 突变 研究 ,结果 也 证 明 核 糖 核酸 酶 P 中 的 
蛋白 质 成 分 和 RNA 都 是 体内 tRNA 前 体 后 加 工 所 必需 的 。 然 而 到 这 个 阶段 ， 
Altman 从 来 还 没有 想 过 或 怀疑 过 核糖 核酸 酶 P 中 的 RNA 可 能 单独 充当 催化 功能 。 
1979 年 ,Ryszard Kole 发 现 核 糖 核酸 酶 P 中 的 RNA 和 和 蛋白质 并 不 是 共 价 结 合 的 。 
当 他 们 将 两 者 分 开 来 之 后 ,都 没有 活性 ,而 重新 结合 以 后 又 恢复 了 活性 。 当 意识 到 
核糖 核酸 酶 的 这 种 性 质 与 核糖 体 的 相似 之 处 以 后 ,他 们 开始 想到 也 许 其 中 的 
RNA 至 少 部 分 参与 了 酶 活性 中 心 的 形成 。 而 且 , 从 纯化 学 的 角度 讲 , 也 没有 任何 理 
由 排除 RNA 能 作为 一 种 酶 活性 中 心 的 成 分 或 者 就 是 一 种 酶 。 

随 着 20 世纪 80 年 代 重组 DNA 技术 的 兴起 ,人 们 可 以 使 用 体外 转录 的 方法 大 
量 制备 特定 的 RNA。Altman 实验 室 就 使 用 了 此 方法 大 量 制备 了 MLRNA。 与 此 同 
时 ,他 们 在 纯化 核糖 核酸 酶 已 的 蛋白 质 亚 基 的 也 取得 了 很 大 进展 。M1LRNA 亚 基 和 
蛋白 质 亚 基 的 大 量 制备 使 得 随后 的 一 系列 实验 的 展开 提供 了 便利 。 

1982 年 夏天 ,Altman 与 Denver 的 国家 犹太 医院 的 Norman Pace 开始 合作 , 共 
同 研究 核糖 核酸 酶 已 的 结构 与 功能 。 与 Altman 不 同 ,Pace 研究 的 对 象 是 枯草 杆菌 
的 核糖 核酸 酶 PE。 他 们 想 试 试 看 来 自 不 同 菌 种 的 核糖 核酸 也 可否 交换 其 RNA 或 蛋 
白质 成 分 ,而 仍旧 具有 活性 。 答 案 结果 是 肯定 的 。 例 如 ,由 大 肠 杆 菌 的 RNA 亚 基 与 
枯草 杆菌 的 蛋白 质 亚 基 重组 成 的 杂交 酶 ,照样 可 以 正常 地 剪 切 tRNA 前 体 。 

在 合作 计划 进行 时 ,Pace 实验 室 的 Gardiner 偶然 地 发 现 , 当 镁 离子 浓度 提高 时 


(高 于 20 mM) ,不 但 正常 反应 增强 , 连 对 照 组 中 不 带 蛋 白质 的 RNA 也 可 以 单独 产生 
众 化 活性 。Altman 的 实验 室 中 另 一 位 叫 Cecilia Guerrier-Takada 得 知 此 事后 ,也 放 
下 本 来 计划 好 的 一 系列 其 他 的 实验 ,集中 全 力 研 究 这 个 有 趣 的 现象 。 进 一 步 研 究 表 
明 , 蛋 白质 亚 基 能 增强 酶 的 ecat(10 一 20) ,但 对 民 。 没 有 什么 影响 。 由 此 可 见 , 细 和 菌 
中 的 核糖 核酸 了 的 催化 作用 是 来 自 其 RNA, 而 不 是 蛋白 质 。 接 着 Altman 实验 室 对 
MI1IRNA 进行 了 全 面 的 研究 ,以 确定 它 是 否 具备 一 种 酶 所 应 该 具有 的 各 种 性 质 。 结 
. 果 也 是 肯定 的 。 

Altman 的 发 现 是 对 Cech 的 自我 剪 切 RNA 的 发 现 一 个 很 好 的 补充 , 自 此 以 后 ， 
人 们 意识 到 在 生命 进化 史上 还 有 一 个 古老 而 神秘 的 RNA 世界 。 


这 > 


思考 题 ; 


1. 在 vB 或 y 磷 酸 带 有 [2P] 标 记 的 NTP 经 常 被 用 来 观察 转录 各 个 方面 。 以 下 三 
个 方面 各 适合 哪 一 个 磷酸 被 同位 素 标记 的 NTP? 为 什么 ? 

(1) 大 肠 杆菌 基因 转录 的 起 始 ; 

(2) 真 核 mRNA5 '- 端 的 形成 ; 

(3) 真 核 生 物 RNAPI 催化 的 转录 延伸 。 

2. 四 膜 虫 rRNA 前 体 的 拼接 机 制 和 真菌 线粒体 第 二 类 内 含 子 的 拼接 机 制 有 哪些 共 
同 点 ? 

3. 如 果 你 制备 了 一 种 专门 识别 人 mRNA 5 帽子 的 高 亲 和 性 抗体 ,在 你 使 用 这 种 抗 
体 对 细胞 的 裂解 物 进行 免疫 沉淀 以 后 ,预计 沉淀 物 里 会 有 哪些 分 子 ? 

4. 组 蛋白 mRNA 前 体 的 后 加 工 方式 既 没 有 拼接 ,也 没有 加 尾 , 你 认为 这 两 个 性 质 对 
于 组 蛋白 来 说 为 什么 很 重要 ? 

5 以 下 是 真 核 生 物 RNAPHL 发 生 在 CTD 上 面 的 一 系列 突变 ,预测 这 些 突变 对 转录 
起 始 ,mRNA 稳定 性 .拼接 和 输出 到 细胞 质 有 何 影 响 ? 

(1) 某 些 S/ 工 氨基 酸 的 突变 阻 断 了 加 帽 因子 的 结合 ; 

(2) 某 些 S/ 工 氨基 酸 的 突变 阻 断 了 加 尾 因子 的 结合 ; 

(3) 某 些 S/ 工 氨基 酸 的 突变 阻 断 了 拼接 因子 的 结合 ; 

(4) 所 有 的 S/T 氨基 酸 都 发 生 了 突变 。 

6. 在 化 学 上 ,mRNA 前 体 的 剪接 涉及 两 步 转 酯 反应 ,应 该 是 可 逆 的 过 程 , 然 而 细胞 
内 的 剪接 并 不 是 可 逆 的 ,为 什么 ? 

7， 如 果 将 tRNA 或 rRNA 的 基因 置 于 RNAP 开 所 负责 识别 的 启动 子 之 后 ,那么 在 
细胞 内 合成 的 tRNA 和 rRNA 会 不 会 具有 帽子 和 尾巴 结构 ?9 为 什么 ? 

8. 有 人 分 离 到 一 种 对 冷 敏 感 的 酵母 突变 株 : 它 在 30 人 下 生长 得 很 好 ,但 在 14 忆 不 
能 生长 。 进 一 步 研究 表明 ,导致 冷 敏感 的 原因 是 编码 U6 RNA 的 基因 发 生 了 突变 ,其 47 
和 48 号 位 的 碱 基 分 别 突变 成 了 U 和 C。 根 据 U6 与 U4 之 间 的 相互 作用 ,解释 这 种 突变 
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是 如 何 导 致 酵母 对 冷 敏感 的 。 
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本 晤 国有 册 汪 也 贿 | 


站 加 站 旧 门 全 大 己 


它 
40 一 U G 
UUUG 


发 生 在 哺乳 动物 磷酸 己 糖 激酶 基因 一 个 内 含 子 的 缺失 突变 将 它 的 分 支点 移 到 一 


个 新 的 位 点 ,新 位 点 距离 3 -剪接 点 7 nt。 你 认为 这 样 的 突变 对 于 磷酸 已 糖 激酶 mRNA 
的 剪接 有 无 任何 影响 ? 为 什么 ”如 果 缺 失 突变 将 分 支点 移 到 距离 5 -剪接 点 7 nt 的 位 
置 ,结果 又 会 如 何 ? 

10. 真 核 生 物 的 不 同 蛋白 质 基 因 的 内 含 子 在 大 小 上 变化 很 大 ,但 几乎 没有 一 个 内 含 
子 短 于 65 mt, 为 件 么 ? 


推荐 网 站 : 


上 


https://en. wikipedia. org/wiki/Postrtranscriptional _modification( 维 基 百 科 有 关 
转录 后 加 工 的 内 容 ) 


。http://www. biology-pages, info/T/Transcription。 html 井 rna_processing (John 


W. Kimball 所 著 生 物 学 配套 在 线 课 程 有 关 转 录 后 加 工 的 内 容 ) 


。 http://en. wikipedia. org/wiki/RNA_splicing( 维 基 百 科 有 关 RNA 前 接 的 内 容 ) 
。http://dna. kdna. ucla. edu/rnayVindex. aspx( 美 国 加 州 大 学 洛杉矶 分 校 提 供 的 各 


种 RNA 编辑 信息 ) 


。http://mol-biol4masters.。 masters。grkral. org/Molecular _ Biology_Table Of 


Contents. html( 印 度 班 加 罗 尔 大 学 G. R.，Kantharaj 教授 提供 的 免费 的 面向 硕士 
研究 生 的 分 子 生 物 学 课 , 内 有 许多 关于 转录 后 加 工 的 内 容 和 资料 ) 


。http://themedicalbiochemistrypage. org/rna. html 井 processing( 完 全 免费 的 医学 


生物 化 学 课程 网 站 有 关 RNA 后 加 工 的 内 容 ) 
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第 九 章 ”蛋白 庆 的 生物 合成 


蛋白 质 的 生物 合成 即 翻译 是 基因 表达 的 最 后 一 步 ,通过 这 一 步 ,核酸 分 子 中 由 4 个 
字母 即 4 种 核 苷 酸 编 码 的 信息 语言 ,被 翻译 成 了 蛋白 质 分 子 中 主要 由 20 个 字母 即 20 种 
常见 的 蛋白 质 氨 基 酸 编码 的 功能 语言 。 没 有 翻译 ,贮存 在 DNA 分 子 一 级 结构 之 中 的 遗 
传 信息 没有 任何 意义 。 与 复制 、 转 录 相 比 ,翻译 过 程 更 加 复杂 ,整个 过 程 牵涉 到 几 百 多 种 
不 同 的 生物 大 分 子 , 这 些 分 子 共同 组 成 了 一 个 高 效 而 精确 的 翻译 机 咒 。 

本 章 将 重点 介绍 参与 翻译 的 各 种 生物 大 分 子 的 结构 与 功能 、 翻 译 的 基本 特征 ,以 及 
细菌 ` 真 核 生 物 和 十 菌 翻译 的 详细 机 制 , 此 外 还 会 一 般 介绍 细胞 针对 蜡 常 的 mRNA 所 进 
行 的 质量 控制 ,以 及 在 一 些 特 殊 情 况 下 所 进行 的 再 次 程序 化 的 遗传 解码 。 


第 一 节 ， 参 与 翻译 的 各 种 生物 大 分 子 的 结构 与 功能 


参与 蛋白 质 生 物 合成 的 主要 成 分 有 核糖 体 ,mRNA、 各 种 氮 酰 - tRNA(Caminoacylated 
tRNA) 、 氮 酰 - tRNA 合成 酶 和 若干 辅助 性 和 蛋白质 因子 (ancillary protein factor) 等 。 下 面 
分 别 介 绍 它们 的 结构 与 功能 。 


一 、 核 糖 体 


核糖 体 作 为 翻译 的 分 子 机 器 ,在 翻译 过 程 中 与 mRNA 可 逆 地 结合 ,并 按照 mRNA 
的 指令 ,合成 具有 特定 一 级 结构 的 多 肽 链 : 既然 生物 体 的 功能 主要 是 由 蛋白 质 承 担 的 ， 
因此 细胞 含有 许多 核糖 体 以 保证 能 合成 出 足够 的 蛋白 质 。 据 估计 ,一 个 细菌 细胞 约 含有 
10 000 个 核糖 体 ,一 个 真 核 细胞 约 含 有 50 000 个 以 上 的 核糖 体 。 两 栖 动物 的 一 个 卵细胞 
约 含 有 上 百 万 个 核糖 体 ,因为 一 旦 受精 以 后 ,需要 合成 大 量 的 蛋白 质 。 

对 于 细菌 和 十 菌 而 言 , 只 有 一 种 核糖 体 ,而 对 真 核 生 物 来 说 ,不 仅 在 细胞 质 中 有 核糖 
体 , 在 线粒体 和 叶绿体 中 也 有 核糖 体 。 无 论 是 何 种 核糖 体 , 在 化 学 组 成 上 都 很 相似 ,都 是 
由 几 种 rRNA 和 几 十 种 蛋白 质 组 成 。 这 些 rRNA 和 和 蛋白 质 组 装 成 两 个 大 小 不 同 的 亚 基 。 

(一 ) 小 亚 基 

细菌 和 真 核 生 物 细 胞 质 核 糖 体 小 亚 基 的 沉降 系数 分 别 是 30S 和 40S, 都 只 含有 1 种 
rRNA, 前 者 为 16S rRNA, 后 者 为 18S rRNA。 和 蛋白 质 却 不 止 一 种 ,以 S 表 示 , 前 者 有 21 
种 ,后 者 约 有 33 种 。 

细菌 16S rRNA 的 一 级 结构 是 高 度 保守 的 ,这 一 特征 常 被 用 来 研究 物种 的 进化 关 
系 。 在 它 的 3- 端 含有 反 SD 序列 ,能 够 与 mRNA 5 -端的 SD 序列 互补 配对 ,这 对 于 
mRNA 在 核糖 体 上 的 正确 定位 和 可 读 框 内 起 始 密码 子 的 识别 十 分 重要 。16S rRNA 有 具 
有 特征 性 的 二 级 结构 (图 9- 1), 共 有 四 个 结构 域 5 -结构 域 .中 央 结 构 域 (central 
domain,C) 3- 大 结构 域 (3 二 major domain,3- MD 和 3 -小 结构 域 (3'- minor domain,3“- 
m), 约 有 一 半 核 苷 酸 发 生 碱 基 配 对 ,蛋白 质 一般 正 好 填 在 两 段 RNA 螺旋 之 间 。 在 亚 基 
界面 的 表面 ,是 一 段 长 的 裸露 的 rRNA 螺旋 。 真 核 生 物 细 胞 质 核 糖 体 小 亚 基 的 18S 
rRNA 也 是 高 度 保守 的 ,但 在 3- 端 无 反 SD 序列 ,这 是 因为 真 核 细 胞 细胞 质 翻译 系统 识 
别 起 始 密码 子 的 机 制 与 细菌 完全 不 同 。 


合 9-1 16S rRNA 的 二 级 结构 和 三 级 结构 


(二 ) 大 亚 基 

大 肠 杆菌 的 大 亚 基 沉 降 系 数 为 50S, 共 有 34 种 蛋白 质 , 以 工 表 示 。 此 外 ,还 有 2 种 
rRNA: 一 种 为 较 小 的 5S rRNA, 含 有 约 120 nt; 另 一 种 是 23S rRNA。2 种 rRNA 分 子 都 
有 致密 的 碱 基 配 对 结构 ,其 中 23S rRNA 为 催化 肽 键 形成 的 核 酶 。 大 亚 基 中 有 一 种 蛋白 
质 有 四 个 拷贝 ,其 他 蛋白 质 均 为 单 拷贝 ,而 且 直 26 与 小 亚 基 的 S20 完全 一 样 。 

真 核 细胞 细胞 质 核糖 体 大 亚 基 的 沉降 系数 为 60S, 含 有 50 种 左右 的 蛋白 质 和 3 种 
TRNA 一 一 28S rRNA、5.8STrTRNA 和 5S rRNA, 比 细菌 和 古 菌 多 一 种 5. 8S rRNA。28S 
和 5. 8S rRNA 与 细菌 的 23S rRNA 关系 密切 ,其 中 5.8S rRNA 与 23S rRNA 的 5- 端 序 
列 相似 ,这 暗示 真 核 生 物 这 两 种 rRNA 可 能 起 源 于 1 个 共同 的 远古 基因 ,后 经 断裂 而 来 。 

表 9-1 核糖 体 的 分 类 与 组 成 


1 


亚 基 . 
核糖 体 来 源 大 小 有 和 
小 亚 基 坟 本 亚 执 
40S: 34 种 蛋白 质 , 18S -60S;,50 种 蛋白 质 , 28S, 5, 8S, 5S 
真 核 生物 细胞 质 805 rRNA TRNA 


哺乳 动物 线粒体 ”55S~-60S ”30S--35S,12S RNA 403~45S:16S 了 RNA 


70 一 100 种 蛋白 质 
高 等 植物 细胞 质 。 77S 一 80S 。 40S;19S TRNA， ee 
细菌 70S 有 50S:34 种 蛋白 质 ,23S,5S TRNA 
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5.8STRNA 
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作 
ER 


一 ~ SS rRNA 5STRNA ”一 一 人 1 60S 
一 ~ 31 种 蛋白 质 40 种 蛋白 质 < 一 


80S 
人 ) 一 - 21 种 重 白质 30 种 蛋白 质 - 人 | 
30S ) ， 40S 
加 一 10S TRNA 18S rRNA “一 一 
细 苗 真 核 生 物 


个 9- 2 核糖 体 的 结构 和 化 学 组 成 


(三 ) 核糖 体 的 三 维 结构 及 其 功能 定位 

通过 对 不 同 来 源 的 核糖 体 结构 进行 的 比较 研究 表明 ,核糖 体 的 结构 ,尤其 是 三 维 结 
构 ,在 进化 上 是 高 度 保守 的 。 核 糖 体 之 所 以 能 充当 翻译 的 场所 ,是 因为 含有 多 个 功能 部 
位 ,这 些 功能 部 位 主要 包括 :(1) 受 体 部 位 或 A 部 位 (acceptor site,A site), 即 氨 酰 tRNA 
最 初 结合 核糖 体 的 部 位 ,但 起 始 氨 酰 tRNA 除外 ; (2) 肽 酰 RNA 结合 部 位 或 了 部 位 
(peptidyl site,P site) ,也 称 为 供 体 部 位 (donor site); (3) 离开 部 位 或 下 部 位 (exit site, 刁 
site), 即 空 载 了 NA 在 离开 核糖 体 之 前 与 核糖 体 临 时 结合 的 部 位 ; (4) 肽 酰 转移 酶 
(peptidyl transferase) 或 活性 部 位 ,该 部 位 催化 肽 键 的 形成 ,由 rRNA 组 成 ;(5) mRNA 结 
合 部 位 ;(6) 多 肽 链 离 开通 道 (exit channeD) ;(7) 一 些 可 溶性 辅助 蛋白 质 因子 (起 始 因子 、 
延伸 因子 和 终止 因子 ) 的 结合 部 位 。 

在 1999 年 ,有 人 得 到 了 7.8 A 分 辩 率 的 来 自 哮 热 栖 热 菌 (Thermaus 1hermobphilas ) 的 
核糖 体 晶 体 结 构 。 这 使 得 人 们 对 核糖 体 三 维 结构 的 认识 大 大 前 进 了 一 步 。 后 来 ,又 有 人 
得 到 了 2.4 信 高 分 辩 率 的 23S 和 5S rRNA 晶体 结构 ,其 结果 与 从 一 种 死海 嗜 盐 古 菌 
(CHaloarcula maris7zortaui) 中 获得 的 大 亚 基 的 结构 是 一 致 的 。 核 糖 体 总 的 三 维 结构 在 各 
种 生物 体内 是 高 度 保守 的 ,因此 细菌 和 古 菌 的 核糖 体 便 成 了 理解 核糖 体 结构 与 功能 最 好 
的 模型 。 


冬 9-3 核糖 体 的 三 维 结构 模型 和 主要 的 功能 部 位 


图 9-3 和 图 9-4 显 示 了 一 个 细菌 70S 核糖 体 大 致 的 三 维 结构 :其 小 亚 基 在 外 形 上 
略为 细 长 ,与 细 线 般 的 mRNA 结合 。 大 亚 基 更 像 一 个 球 , 履 盖 在 小 亚 基 之 上 。 正 如 人 们 
期 待 已 久 的 那样 ,是 rRNA 而 不 是 蛋白 质 提供 了 核糖 体 最 基本 的 结构 框架 和 功能 性 , 蛋 
白质 在 核糖 体内 "见缝插针 ”, 有 助 于 填充 结构 上 的 空 队 以 及 增强 蛋白 质 合成 的 活性 。1 
个 tRNA 分 子 因 反 密 码 子 和 密码 子 的 配对 而 与 30S 亚 基 结合 在 一 起 ,同时 通过 被 运载 的 
氨基 酸 又 与 50S 亚 基 相 作用 。 新 生 的 肽 链 必须 通过 离开 通道 离开 核糖 体 ,这 与 转录 时 新 
生 的 RNA 链 从 RNAP 离开 通道 离开 的 情形 相似 。 在 肽 酰 转移 酶 的 人 口 周 边 为 RNA 双 
螺旋 ,而 多 肽 链 离 开通 道 始 于 活性 中 心 裂缝 的 底部 ,从 23S rRNA 的 手掌 部 延伸 到 它 的 
背部 ,长 达 10 nm, 直 径 仅 为 2 nm。 

图 9-3 和 9-4 还 显示 了 一 个 完整 的 70S 核糖 体 几 个 重要 的 功能 单位 ,图 中 的 3 个 
tRNA 结合 位 点 显而易见 ,很 容易 想象 1 个 RNA 分 子 从 A 部 位 -~P 部 位 一 刁 部 位 通过 
核糖 体 移 动 , 以 及 结合 在 tRNA 上 的 氨基 酸 在 A 部 位 紧 靠 与 P 部 位 结合 的 肽 酰 tRNA 上 
的 肽 酰基 ,特别 适合 新 肽 键 的 形成 。 


侠 9-4 细菌 核糖 体 的 各 种 功能 部 位 


核糖 体 蛋 白 不 仅 作为 核糖 体 的 组 分 参与 翻译 ,还 参与 DNA 复制 .修复 、 转 录 、 转 录 后 
加 工 .基因 表达 的 自体 调控 (autoregulation) 和 发 育 调节 等 。 例 如 :大 肠 杆菌 的 S12 促进 
T4 噬菌体 mRNA 前 体 的 剪接 ;Sl1 充当 一 些 吻 菌 体 RNA 复制 酶 的 一 个 亚 基 ; 某 些 核糖 
体 蛋 白 (L1、.L10 和 S7) 在 过 量 的 情况 下 ,能 与 各 自 mRNA 的 5 -= 端 结合 ,以 自体 调控 的 方 
式 阻 断 自 身 的 翻译 (参看 第 十 一 章 原核 生物 的 基因 表达 调控 ) 。 

(四 ) 核糖 体 组 装 和 循环 

正如 前 述 ,核糖 体 是 一 个 由 几 种 rRNA 和 多 种 蛋白 质 组 成 的 超 分 子 复 合 物 ,rRNA 
和 和 蛋白 质 先 自 组 装 (self-assemble) 成 大 小 两 个 亚 基 , 再 由 两 个 亚 基 缔 合 成 一 个 完整 的 核 
糖 体 ,而 完整 的 核糖 体 在 一 定 的 条 件 下 可 解 离 成 亚 基 。 事 实 上 ,在 翻译 的 起 始 阶段 ,核糖 
体 首 先 必须 解 离 成 单独 的 亚 基 。 

核糖 体 还 能 以 多 聚 核糖 体 (polysome) 形 式 存 在 (图 9- 5), 即 一 个 mRNA 分 子 上 同 
时 结合 几 个 核糖 体 , 这 可 以 在 电子 显微镜 下 直接 观测 到 。 形 成 多 聚 核糖 体 可 以 提高 翻译 
的 效率 。 此 外 ,在 真 核 细 胞 的 细胞 质 中 ,核糖 体 还 存在 一 种 与 内 质 网 膜 结合 的 形式 ,以 这 
种 形式 存在 的 核糖 体 与 内 质 网 蛋白 .高 尔 基体 蛋白 ` 溶 酶 体 蛋白 、 细 胞 膜 蛋 白 和 分 沁 和 蛋白 
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的 合成 后 定向 、 分 拒 有 关 ( 参 看 第 十 章 蛋白 质 的 翻译 后 加 工 、 分 拣 ,定向 和 水 解 ) 。 


售 9-5 细菌 细胞 多 聚 核糖 体 的 结构 


二 、 mRNA 


mRNA 是 翻译 的 模板 ,在 内 部 至 少 含有 一 个 可 读 框 Copen reading frame,ORF) ,由 它 
直接 指导 蛋白质 的 合成 。ORF 是 由 起 始 密码 子 开 始终 止 密码 子 结束 的 一 段 连续 的 核 
苷 酸 序列 组 成 ,由 它 直 接 决定 未 来 翻译 出 来 的 多 肽 链 的 氨基 酸 序列 。 

在 mRNA 的 5- 端 和 3“- 端 ,通常 含有 一 段 并 不 决定 氨基 酸 序列 的 非 编 码 序 列 Cnor- 
coding sequence,NCS) 或 非 翻译 区 (Cuntranslated region,UTR) (图 9-6)。 细 菌 的 mRNA 
一 般 是 含有 多 个 ORF 的 多 顺 反 子 。 在 每 个 ORF 的 5 - 端 有 一 个 核糖 体 结合 位 点 (ribosome 
binding site,RBS) 。RBS 含有 富 含 嘎 叭 的 SD 序列 (Shine-Dalgarno sequence) ,能 被 核 灶 
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体 识 别 .结合 ,并 起 始 翻译 。 每 一 个 ORE 编码 一 种 多 肽 或 蛋白 质 ; 古 菌 的 mRNA 一 般 也 
是 多 顺 反 子 , 但 有 的 ORF 有 SD 序列 ,有 的 没有 。 而 且 , 有 的 古 菌 mRNA 的 起 始 密码 子 
就 是 5 - 端 前 三 个 核 苷 酸 或 者 紧 靠 5 - 端 。 真 核 生 物 mRNA 通常 是 只 有 一 个 ORF 的 单 
顺 反 子 C(monorcistron) ,因此 一 般 只 编码 一 种 多 肽 或 蛋白 质 , 但 是 整个 mRNA 序列 比 编 
码 蛋 白质 所 需 的 序列 要 长 得 多 ,其 中 5- UTR 一 般 较 短 , 小 于 500 nt, 而 3'- UTR 一 般 较 
长 ,有 的 甚至 超过 1 000 nt。 


二 tRNA 


tRNA 是 一 种 双 功 能 分 子 , 在 翻译 中 的 功能 有 两 项 :一 是 将 氨基 酸 运载 到 核糖 体 ,二 
是 通过 其 反 密 人 码 子 与 mRNA 上 密码 子 之 间 的 相互 作用 ,对 遗传 密码 进行 解 公 ,并 最 终 将 
其 转化 成 多 肽 链 上 的 氨基 酸 序 列 。 不 同 种 生物 体内 的 tRNA 的 基因 数目 和 种 类 并 不 一 
定 相 同 , 以 真 核 生物 为 例 * 其 核 基因 编码 的 tRNA 基因 数目 一 般 为 120 一 570 ,而 tRNA 的 
种 类 为 41 一 55。 细 菌 和 古 菌 不 管 是 tRNA 的 基因 数目 还 是 种 类 ,通常 都 要 低 于 真 核 生 
物 。 由 于 tRNA 的 种 类 明显 多 于 蛋白 质 氨基 酸 的 种 类 ,这 就 意味 着 多 数 蛋 白质 氨基 酸 不 
止 一 种 了 NA。 能 携带 同一 种 氨基 酸 的 几 种 不 同 tRNA 分 子 称 为 同 工 受 体 下 NACtRNA 
1SOaCCeptor) 。 

tRNA 所 具有 的 上 述 功能 是 与 其 结构 特别 是 三 维 结构 分 不 开 的 ,下 面 就 详细 讨论 它 
的 结构 与 其 功能 之 间 的 关系 。 

(一 ) tRNA 的 一 级 结构 

tRNA 的 一 级 结构 的 主要 特征 包括 :(1) 是 一 类 小 RNA, 长 度 通常 在 73 nt 一 93 nt; 
(2) 所 有 的 tRNA 在 3- 端 带 有 CCA 序列 ,氨基 酸 就 是 通过 酯 键 连接 在 未 端 腺 苷 酸 的 3 
产 基 上 的 ;(3) 含有 大 量 的 修饰 碱 基 。 已 发 现 有 上 百 种 不 同 的 共 价 修饰 形式 ,例如 二 氧 
尿 喀 啶 (dihydrouridine,D) 和 假 尿 苷 (pseudouridine, 由 ) 。 这 些 修 饰 碱 基 在 二 级 结构 之 中 
的 环 里 面 特别 多 。 

(二 ) tRNA 的 二 级 结构 

tRNA 的 二 级 结构 是 所 谓 的 三 叶 草 (cloverleaf) 结 构 . 由 4 个 共和 3 个 环 (loop) 组 成 
(图 9-7)。 其 中 ,氨基 酸 的 受 体 葵 (acceptor stem) 由 tRNA5 -端的 前 几 个 核 苷 酸 和 紧 靠 
3 -端的 一 小 段 核 苷 酸 序列 互补 配对 而 成 ;D 葵 止 于 D 环 ,D 环 中 含有 几 个 二 氧 尿 喀 啶 ; 
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反 密 码 子 葵 (the anticodon arm) 止 于 反 密 码 子 环 (anticodon loop) ,此 环 的 中 央 是 反 密 码 
子 ; 可 变 环 (the variable loop) 因 大 小 可 变 而 得 名 , 它 在 不 同 的 NA 分 子 上 大 小 不 尽 相 
KITT RNA 分 子 中 的 同 ;TWC 茎 止 于 TuyC 环 ,而 TVC 环 因 含 有 高 度 保守 的 TVC 序列 而 得 名 。 
TuC 序列 是 如 何 产生 的 ? (三 ) tRNA 的 三 级 结构 
加 相生 避 tRNA 的 三 级 结构 呈 胖 的 倒 工 型 。 在 这 种 结构 之 中 ,D 环 与 TVC 环 上 的 一 些 核 苷 酸 
形成 氧 键 , 正 是 这 些 以 及 其 他 相互 作用 将 三 叶 草 二 级 结构 进一步 折 和 合成 倒 世 型 。 

在 倒 世 型 结构 之 中 ,两 段 RNA 双 螺 旋 之 间 呈 垂直 的 关系 ,其 中 的 一 段 双 螺旋 由 
TuwC 茎 和 氨基 酸 受 体 荃 串联 而 成 ,另外 一 段 双 螺旋 由 了 D 共和 反 密 码 子 荃 串联 而 成 。 如 
此 结构 排 布 导致 RNA 两 个 功能 端 在 空间 上 分 开 , 即 接受 氨基 酸 的 位 点 尽 可 能 与 反 密 码 
子 隔离 。 

在 每 一 种 翻译 系统 之 中 ,都 有 一 种 特别 的 tRNA;, 它 就 是 起 始 下 NA (Cinitiator 
tRNA) 。 起 始 让 NA 的 功能 是 识别 起 始 密码 子 , 参 与 翻译 的 起 始 。 在 细菌 细胞 和 多 数 线 
粒 体内 , 它 携带 甲 酰 甲 硫 氨 酸 (formylmethonine) ,因此 可 简写 成 RNAI” ,而 在 古 菌 和 真 
核 细胞 内 则 携带 Met, 通 常 简写 为 tRNAI”(i 为 initial 的 首 字母 )。tRNAP 与 解码 非 起 
始 密码 子 AUG 的 tRNAM "在 结构 和 功能 上 都 有 差异 。 它 们 在 结构 上 的 差别 主要 有 :(1) 
tRNA 受 体 共 上 的 第 1 位 和 第 72 位 之 间 的 碱 基 不 配对 ,而 其 他 所 有 的 tRNA 这 一 对 碱 
基 都 是 配对 的 。 如 果 人 为 地 将 这 对 碱 基 突 变 成 正常 的 碱 基 对 , 则 原来 的 起 始 NA 可 参 
与 肽 链 合成 的 延伸 ;(2) 在 反 密 码 子 共 上 有 3 个 连续 的 GC 碱 基 对 : GC 碱 基 对 使 反 密码 
子 环 弹 性 降低 (相对 于 tRNA ) ,这 一 点 对 于 其 进入 核糖 体 的 P 部 位 非常 重要 。 如 果 这 
三 个 连续 的 GC 碱 基 对 发 生 突变 , 则 疏 NAI” 不 能 再 进入 核糖 体 的 P 部 位 ;(3) 在 第 11 位 
和 第 24 位 之 间 是 味 叭 对 喀 啶 碱 基 对 ,而 不 是 其 他 tRNA 分 子 上 的 喀 啶 对 味 吟 碱 基 对 
(图 9-8)。 
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它们 在 功能 上 的 主要 差别 是 :首先 ,tRNA 党 携带 Met 以 后 能 够 被 一 种 特殊 的 甲 酰基 
转移 酶 识别 催化 ,形成 甲 酰 甲 硫 氨 酰 - tRNA(fMet - tRNA ); 其 次 ,细菌 起 始 因子 IF2 
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能 够 识别 .结合 fMet - tRNA ,并 在 翻译 的 起 始 阶段 将 其 带 到 核糖 体 的 P 部 位 。Met - 
tRNA 的 甲 酰 化 有 两 个 功能 :一 是 保证 这 种 特殊 的 实 载 tRNA 只 有 在 P 部 位 才能 启动 
翻译 ,因为 它 的 氨基 被 封闭 了 ;二 是 确保 它 不 会 去 解码 内 部 的 Met 密码 子 。 


\ 氨 酰 - tRNA 合成 酶 


氨基 酸 在 参 人 到 多 肽 链 之 前 必须 被 活化 ,而 氨 酰 - tRNA 是 它 的 活化 形式 。 通 过 活 
化 ,游离 氨基 酸 分 子 上 的 -羧基 通过 高 能 酯 键 , 与 其 同 源 的 RNA 分 子 在 3 - 端 腺 苷 酸 
的 凑 基 相连 。 高 能 酯 键 在 翻译 的 延伸 阶段 被 用 来 驱动 肽 键 的 形成 。 

活化 反应 由 特定 的 氨 酰 tRNA 合成 酶 (aminoacyF-tRNA synthetase,aaRS) 催 化 ,每 
活化 1 分 子 氨基 酸 ,需要 消耗 2 个 ATP。 活 化 反应 分 为 两 步 (图 9 - 9): 

(1) 氮 基 酸 被 活化 成 氨 酰 - 腺 苷 酸 。 这 一 步 反 应 形成 的 焦 磷 酸 可 被 细胞 内 的 焦 磷酸 
酶 迅速 水 解 , 导 致 活化 反应 在 热力 学 上 是 极为 有 利 的 。 

(2) 氮 栈 基 从 氮 酰 - 腺 苷 酸 转移 到 tRNA 分 子 上 。 
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tRNA 两 个 相反 的 面 靠近 和 结合 tRNA( 图 9-10):(1) 第 一 类 与 tRNA 在 受 体 共和 反 密 
码 子 葵 的 小 沟 结合 ,在 N 端 含有 ATP 结合 结构 域 `.C 端 含 有 反 密 码 子 臂 结合 结构 域 , 通 
常 在 受 体 茎 小 沟 一 侧 与 tRNA 结合 , 紧 握 反 密 码 子 环 ,将 tRNA 接受 氨基 酸 的 一 端 置 于 
活性 中 心 ,总 是 先 将 氨基 酸 转 移 到 tRNA 3 - 端 腺 苷 酸 的 2- OH 上 ,然后 再 切换 到 3 - 
OH, 因 为 只 有 3 - 氮 酰 - tRNA 才能 作为 翻译 的 底 物 。 在 结构 上 ,这 一 类 aaRS 一 般 是 单 
体 酶 ,其 结合 ATP 的 结构 模 体 为 Rossman 折 奉 (Rossman fold) ,此 外 ,还 含有 两 段 高 度 
保守 的 序列 模 体 一 一 HIGH 和 KMSKS。 属 于 此 类 酶 的 氨基 酸 有 Arg、.Cys`Gln、Glu、,lle、 
Leu、Met\、Trp、Tyr 和 Val;(2) 第 二 类 aaRS 以 N 端的 结构 域 与 受 体 共和 反 密码 子 蔡 的 
大 沟 结合 ,其 结合 ATP 的 结构 域 主要 位 于 C 端 , 它 们 总 是 将 氨基 酸 直接 转移 到 仆 NA3 - 
端 腺 苷 酸 的 3 - OH 上 ,但 葵 丙 氨 酰 - NA 除外 。 在 结构 上 ,总 是 守 聚 酶 ,通常 为 同 源 二 
聚 体 ,缺乏 Rossman 折 和 至 ,但 具有 另外 的 结构 模 体 。 属 于 此 类 酶 的 氨基 酸 有 .Ala、Asn、 
Asp.Gly、His、Lys\、Phe、Pro、Ser 和 Thr。 


tRNA 复合 物 tRNA 复合 物 
儒 9- 10 两 类 氨 酰 - tRNA 合成 酶 与 tRNA 相反 的 两 个 面 结合 


这 两 类 aaRS 由 于 不 论 在 序列 上 还 是 在 三 维 结构 上 完全 不 同 , 所 以 在 进化 上 很 可 能 
是 独立 的 。 若 果真 如 此 ,这 意味 着 早期 的 生命 形式 可 能 只 使 用 其 中 的 一 类 aaRS 和 10 种 
氨基 酸 。 

每 一 种 生物 大 概 含 有 20 种 aaRS, 每 一 种 对 于 一 种 氨基 酸 。 大 肠 杆 菌 有 21 种 aaRS， 
因为 Lys 有 2 种 ,其 他 氨基 酸 都 只 有 一 种 相对 应 的 aaRS。 然 而 , 某 些 生物 的 aaRS 不 到 
20 种 ,其 体内 的 少数 aaRS 具有 双 特 异性 。 例 如 , 嗜 热 产 甲 烷 菌 (Thermophpilic 
zzethazogezs) 无 半 胱 氨 酰 - tRNA 合成 酶 ,其 胞 内 的 半 胶 氨 酰 - tRNA 由 有 睛 氨 栈 - 
tRNA 合成 酶 催化 。 此 外 ,还 有 一 些 生 物 的 少数 氨 酰 - tRNA 混 由 其 他 氨 酰 - tRNA 加 
工 而 成 。 例 如 , 某 些 古 菌 . 划 兰 氏 阳 性 细菌 和 某 些 真 核 生 物 的 线粒体 或 叶绿体 ,缺乏 Gln- 
tRNA 合成 酶 ,它们 的 GlnrtRNA”" 是 由 GlurtRNA "酰胺 化 而 来 。 还 有 一 些 生 物 的 
Asn-tRNA 科 是 由 Asp-tRNAS" 酰胺 化 而 来 。 

每 一 种 aaRS 对 于 两 种 不 同 的 底 物 即 tRNA 和 氨基酸 都 具有 高 度 的 特异 性 ,以 确保 
正确 的 氨基 酸 与 正确 的 tRNA 相连 ,形成 正确 的 氮 酰 - tRNA。 由 于 细胞 一 般 每 对 应 一 种 
氨基 酸 只 有 一 种 aaRS, 而 针对 同一 种 氨基 酸 的 tRNA 则 可 能 存在 几 种 不 同 的 同 工 受 体 。 
例如 , 精 氮 酰 - tRNA 合成 酶 的 氨基 酸 底 物 只 有 精 氨 酸 ,而 其 了 NA 底 物 可 能 有 6 种 不 同 
的 同 工 受 体 。 那 么 ,一 种 aaRS 是 如 何 做 到 能 够 识别 其 所 有 的 同 工 受 体 tRNA, 同 时 又 不 
会 识别 错 其 他 氨基 酸 的 tRNA 呢 ? 要 知道 所 有 的 NA 在 二 级 结构 和 三 级 结构 上 都 惊 
人 的 相似 ! 
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表 9-2 常见 的 tRNA 的 个 性 (大 肠 杆菌 ) 
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二 性 人 Rn 光 

Ala 受 体 灶 中 的 G3 : U70 和 

Ser 受 体 革 中 G1 : C72.G2 : C71、A3 : U70 碱 基 对 ;D 茎 中 的 C11: G24 碱 基 对 
反 密 码 子 

Gln 反 密 码 子 , 特 别 是 其 中 的 避 

Phe 反 密码 子 ,D 环 中 的 G20,3'- 端 的 A73 
Je 135 

Met 反 密 码 子 


通过 对 tRNA 序列 进行 的 一 系列 突变 研究 发 现 ,决定 一 种 aaRS 识别 正确 tRNA 的 
主要 因素 是 tRNA 分 子 十 由 几 个 核 苷 酸 甚至 一 个 核 苷 酸 组 成 的 元 件 (element) ,这 些 元 
件 通常 称 为 tRNA 的 个 性 (identity) ,也 被 称 为 另 一 种 形式 的 第 二 套 遗 传 密码 (the second 
genetic code) 。 这 些 元 件 分 布 在 tRNA 分 子 内 的 很 多 区 域 ,并 没有 一 套 通用 的 规则 指导 
aaRS 识别 同 源 的 tRNA。 令 人 吃惊 的 是 ,tRNA 的 个 性 不 限于 反 密 码 子 ,而 且 对 于 某 些 
aaRS 而 言 ,还 不 包括 反 密 码 子 。 对 于 大 多 数 tRNA 而 言 , 受 特定 aaRS 识别 的 是 一 套 序 
列 元 件 , 而 不 是 单个 核 昔 酸 或 单个 碱 基 对 。 这 些 元 件 通常 包括 以 下 一 个 或 几 个 方面 ( 表 
9=-2):(G1) 反 密 码 子 中 至 少 有 一 个 碱 基 ; (2) 受 体 葵 之 中 三 个 碱 基 对 中 的 一 个 或 几 个 ; 
(3) 73 号 位 的 碱 基 , 属于 在 CCA 之 前 没有 配对 的 碱 基 。 这 一 个 碱 基 被 称 为 区 别 碱 基 
(the discriminator base) ,因为 它 对 于 一 种 tRNA 分 子 来 说 是 固定 不 变 的 。 有 趣 的 是 , 某 
些 aaRS 用 来 决定 结合 何 种 tRNA 的 正 元 件 , 可 能 被 其 他 aaRS 用 来 充当 阻止 与 特定 
tRNA 结合 的 负 元 件 。 

以 反 密 码 子 作为 个 性 的 例子 是 tRNA 。 如 果 将 下 NAz 或 疏 NA%% 的 反 密码 子 突 
变 成 RNAM 的 反 密码 子 , 即 CAU, 则 这 两 种 tRNA 即 被 甲 硫 氨 酰 - tRNA 合成 酶 识别 ， 
转 而 携带 Met; 相反 ,如 果 将 tRNA” 的 反 密 码 子 突变 成 tRNA” 的 反 密 码 子 , 即 UAC, 则 
它 转 而 携带 Val。 由 此 可 见 , 甲 硫 氨 酰 - tRNA 合成 酶 和 丹 氮 酰 - tRNA 合成 酶 识别 各 自 
tRNA 的 个 性 都 在 于 反 密 码 子 。 

酵母 tRNA 的 个 性 在 于 5 个 不 同 的 碱 基 。 其 中 3 个 碱 基 是 反 密码 子 , 另 外 二 个 分 
别 是 D 环 中 的 G20 和 3'- 端 的 A73。 如 果 将 酵母 的 tRNA tRNA 或 丰 NAY 突 变 ,使 
它们 含有 这 5 个 碱 基 组 成 的 个 性 , 则 它们 都 会 成 为 酵母 茉 丙 氨 酰 - tRNA 合成 酶 非常 好 
的 底 物 。 

tRNA 家 族 的 个 性 在 于 12 个 共同 的 核 苷 酸 。Ser 有 6 个 密码 子 , 同 时 在 大 肠 杆 菌 
细胞 内 它 有 6 个 同 工 受 体 :… 这 6 个 同 工 受 体 RNA 被 同一 种 丝 氨 酰 - tRNA 合成 酶 识 
别 。5 个 让 NA 由 大 肠 杆菌 基 因 组 编码 ,1 个 由 T4 只 菌 体 基因 组 编码 。 比 较 6 种 
tRNA 天 的 核 苷 酸 序列 发 现 , 只 有 12 个 核 苷 酸 是 共同 的 ,它们 包括 : 受 体 葵 中 的 G1 .G2、 
A3 或 U3、U70 或 A70.C71.C72 和 G73,D 共 中 的 Cl11 和 G24。 所 有 这 些 核 苷 酸 除 G73 
之 外 都 参与 形成 链 内 氢 键 。 若 将 tRNA4 突 变 成 也 含有 这 12 个 核 苷 酸 以 后 , 则 它 转 而 携 
带 Ser。 

tRNAA 的 个 性 最 为 鲜明 ,仅仅 是 一 个 非常 规 的 G3 : U70 碱 基 对 。 迄 今 为 止 , 所 有 
序列 已 被 测定 过 的 细胞 质 基质 中 的 tRNAS (细菌 . 古 菌 和 真 核 生 物 ) 都 含有 G3 : U70。 
如 果 将 含有 G3 : C70 碱 基 对 的 tRNAP* tRNAS" 或 下 NAP 突变 成 G3 : U70 ,结果 都 使 
它们 转 而 携带 Ala; 相 反 , 如 果 将 tRNA%S 的 G3 : U70 碱 基 对 变 成 G: CA:U 或 U:G 
碱 基 对 ,都 会 使 之 不 能 再 携带 Ala。 有 趣 的 是 ,如 果 能 保证 G3 : U70 碱 基 对 的 存在 ,即使 
仅 有 24 nt 组 成 的 tRNAS 微 螺旋 (microhelixz) (图 9- 11) ,照样 能 被 两 氨 酰 - tRNA 合成 
酶 识别 ,携带 Ala。 


343 


344 


本 
是 76 
5 生 
可 
GaU70 
于 - 
-证 7 
AP 
人 一、Sm 下 
“20 。 站 是 
30 昨 -日 40 下 汪 ks 
站 “号 13 核 和 机 
< 丝 以 术 
下 10 
(1) 完整 的 TRNAA (2) 微 螺旋 


全 9-11 完整 的 tRNA 习 和 微 螺 旋 tRNA 的 结构 比较 


实验 证 明 ,一 种 aaRS 在 选择 tRNA 的 时 候 , 若 遇 到 正确 的 tRNA, 结合 得 快 ,但 解 离 
得 慢 , 从 而 有 时 间 诱 导 酶 的 构象 发 生 合适 的 变化 ;如 果 酶 遇 到 错误 的 NA, 则 结合 得 
快 , 解 离 得 也 快 ! 

然而 , 酶 又 如 何 去 选 择 正 确 的 氨基 酸 呢 7 原来 有 两 种 手段 ， 

(1) 先 通过 酶 活性 中 心 , 优 先 结合 正确 的 同 源 氨 基 酸 ,体积 比 同 源 氨基 酸 大 的 会 被 
完全 排除 在 活性 中 心 之 外 。 

(2) 再 通过 酶 的 校对 中 心 Cediting site) ,选择 性 编辑 错误 的 非 同 源 氨 基 酸 ,能 进入 活 
性 中 心 小 的 氨基 酸 在 形成 误 载 的 氨 酰 - AMP 和 或 氮 酰 -tRNA 以 后 ,被 送 入 校对 中 心 。 在 
那里 , 误 载 的 氨基 酸 被 水 解 以 后 离开 酶 分 子 。 这 两 种 机 制 结合 起 来 被 称 为 " 双 舟 2 机制 
(double sieve”mechanism) (图 9- 12)。 以 异 亮 氨 酰 - tRNA 合成 酶 为 例 , 如 果 Val 误 入 
它 的 活性 中 心 ,并 发 生 第 一 步 反 应 ,生成 了 ValAMP, 但 Va-AMP 在 被 送 入 校对 中 心 之 
后 ,会 被 水 解 掉 误 载 的 Val。 万 一 第 一 次 校对 失败 ,形成 的 误 载 氨 酰 - RNA, 还 可 以 进行 


氨基 酸 库 氨 酰 -tRNA 合成 本 酶 Ce ) 


tRNA 受 体 葵 (CCA) 和 反 密 
码 子 在 合成 酶 上 游 停泊 点 


在 编辑 中 心 , 较 小 的 
氨 酰 -AMP 被 接受 
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外 9- 12 氨 酰 - tRNA 合成 酶 的 " 双 筛 "机 制 


第 九 章 ”蛋白质 的 生物 合成 


第 二 次 校对 ,将 错误 的 氨 酰 - tRNA 水 解 。 由 于 ”“ 双 得 ?机 制 的 存在 ,细胞 内 形成 误 载 氮 
栈 - tRNA 的 可 能 性 极 低 ,错误 率 小 于 10“。 
但 是 ,并 不 是 所 有 的 aaRS 都 需要 有 校对 中 心 。 如 果 一 种 氨基 酸 很 容易 跟 其 他 氮 基 
酸 在 侧 链 基 团 上 区 分 开 来 ,那么 针对 这 种 氨基 酸 的 aaRS 的 校对 机 制 就 变 得 多 余 了 。 (GE 根据 此 标准 ,你 认为 


Box9-1 tRNA 的 新 功能 一 一 衍生 于 tRNA 的 促 癌 小 RNA 的 发 现 


自 20 世纪 50 年代 tRNA 被 发 现 以 来 ,其 主要 功能 被 认为 是 作为 氨基 酸 的 载体 ， 
利用 所 带 的 反 密 码 子 识别 mRNA 上 的 密码 子 , 参 与 蛋白 质 的 生物 合成 ,后 来 又 被 发 现 
在 逆转 录 病 毒 感染 宿主 细胞 以 后 ,可 作为 引物 参与 逆转 录 病 毒 基 因 组 所 进行 的 逆转 录 
反应 。 然 而 * 已 有 一 些 研究 结果 显示 ;tRNA 并 不 总 是 终 产 物 , 还 是 一 些小 RNA 的 来 源 。 

根据 发 表 在 2015 年 6 月 29 目的 Proc. Nat. Acad. Sci. 上 题 为 “Sex hormone- 
dependent tRNA halvesenharce cell proliferation in breast and prostate cancers ”的 研究 
论文 ,科学 家 们 发 现 了 一 种 只 在 激素 驱动 的 乳腺 癌 和 前 列 腺 瘤 中 生成 的 新 的 tRNA 衍 
生 小 RNA, 并 证 实 其 促进 了 细胞 增殖 。 

美国 托马斯 杰斐逊 大 学 的 Yohei Kirino 参与 了 这 项 研究 。 他 认为 ,在 一 些 早 期 的 
RNA 测序 研究 中 , 可 观察 到 在 细胞 的 转录 组 中 具有 丰富 的 RNA 片段 ,但 这 些 片 段 因 
常常 被 视 为 无 功能 的 降解 产物 而 遭 到 忽视 。 这 项 研究 揭示 了 tRNA 的 一 个 新 角色 ，, 即 
衍生 成 功能 性 的 小 RNA, 在 这 里 是 功能 性 的 tRNA 半分 子 (tRNA halves)。 

尽管 以 前 曾 有 人 描述 过 ,在 细胞 应 激 过 程 中 也 有 tRNA 半分 子 产生 ,但 Kirino 的 
研究 发 现 揭示 出 了 一 种 新 型 的 tRNA 半分 子 , 它 被 命名 为 性 激素 依赖 性 的 tRNA 衍生 
RNA(Csex hormone-dependent,SHOT 一 RNA) 。 

Kirino 等 人 是 在 检测 蚕 细胞 中 的 生殖 细胞 特异 性 小 RNA 时 ,发 现 这 些 tRNA 半 
分 子 的 。 在 一 些 细 胞 中 ,他 们 意外 检测 到 了 这 些 -tRNA 半分 子 , 其 表达 与 细胞 增殖 有 
关联 。 由 于 增殖 是 瘤 细胞 的 一 个 标志 ,他 们 调查 了 这 些 tRNA 半分 子 是 否 参 与 了 肿瘤 
发 生 。 

利用 一 种 新 型 的 TaqMan PCR 技术 ,他 们 得 查 了 来 自 各 种 不 同 组 织 的 一 些 癌 细 胞 
系 ,发现 这 些 tRNA 半分 子 特异 性 地 大 量 表 达 于 性 激素 依赖 的 肿瘤 细胞 中 ,例如 由 雌 
激素 和 竺 酮 驱动 的 肉 激 素 受 体 阳 性 的 乳腺 癌 和 雄 激 素 受 体 阳 性 的 前 列 孤 瘤 细胞 中 。 

SHOT- RNA 有 一 个 末端 修饰 ,使 得 采用 标准 的 RNA 测序 方法 无 法 检测 到 它 
们 。Kirino 等 人 建立 了 一 种 新 的 RNA 测序 方法 来 全 面 测 序 .SHOT RNA, 发 现 只 有 
8 种 tRNA 生成 SHOT-RNA。 他 们 还 追踪 了 这 一 类 分 子 在 细胞 中 的 功能 ,梳理 分 析 
了 与 其 相互 作用 的 其 他 细胞 作用 因子 。 结 果 发 现 ,SHOT -RNA 是 通过 一 种 属于 核糖 
核酸 酶 A 超 家 族 的 面 管 生成 素 (angiogenin) 切 割 所 酰 化 - tRNA 而 成 。 性 激素 信号 通 
路 可 以 促进 血管 生成 素 的 活性 。 他 们 还 证 实 ,SHOT -RNA 套 与 促进 了 细胞 增殖 。 

在 最 后 的 一 项 实验 中 ,Kirino 等 人 还 检测 了 来 自 乳 腺 瘤 串 者 的 临床 祥 本 ,发 现在 
唆 激 素 受 体 阳 性 管 腔 型 乳腺 癌 中 SHOT - RNA 水 平 升 高 ,只 激素 受 体 表达 阴性 的 管 
腔 型 乳腺 癌 则 无 此 效应 。SHOT -RNA 特异 性 的 高 度 表达 表明 ,它们 有 潜力 作为 一 种 
新 的 生物 标志 物 。 

尽管 内 分 波 疗 法 可 以 抑制 激素 受 体 的 活性 或 激素 暴露 ,许多 激素 依赖 性 的 癌症 串 
者 会 遭遇 原 发 性 耐 药 或 获得 性 耐 药 , 因 此 需要 更 积极 的 治疗 。Kirino 认为 ,通过 进 一 
步 的 研究 来 了 解 SHOT - RNA 促进 细胞 增殖 的 机 制 ;或 许可 促成 利用 SHOT -RNA 
来 作为 乳腺 癌 和 前 列 腺 癌 未 来 治疗 应 用 中 有 潜力 的 候选 靶 目 标 。 


五 .辅助 蛋白 因子 
翻译 的 每 一 步 都 需要 一 些 特殊 的 可 溶性 蛋白 质 因 子 的 参与 .这 些 辅助 因子 只 是 在 翻 
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译 的 某 一 个 阶段 与 核糖 体 临 时 结合 ,它们 包括 :参与 肽 链 合成 起 始 的 起 始 因子 Cinitiation 
factor,IF) ;参与 肽 链 延 伸 的 延伸 因子 (elongation factor,EF) ;参与 多 肽 链 释放 的 释放 因 
子 (release factor,RF) 和 促进 核糖 体循环 的 核糖 体循环 因子 (ribosome recycling factor， 
RRF) 。 其 中 , 某 些 蛋白 质 因 子 属 于 能 够 与 鸟 苷 酸 结合 的 小 G 和 蛋白。 细菌 和 真 核 生 物 的 
此 类 因子 的 结构 与 功能 分 别 参看 后 面 的 翻译 机 制 ( 表 9-8 和 表 9-9)。 


第 二 节 “翻译 的 一 般 性 质 


自然 界 存在 四 类 体内 翻译 系统 一 一 细菌 翻译 系统 . 古 菌 翻译 系统 、 真 核 生物 细胞 质 翻 
译 系 统 、 细 胞 器 (叶绿体 和 线粒体 ) 翻 译 系 统 。 这 四 类 翻译 系统 具有 以 下 几 点 共同 的 性 质 : 


一 、 均 可 分 为 氨基 酸 的 活化 起 始 . 延 伸 和 终止 四 个 阶段 


二 ,翻译 具有 极 性 


翻译 的 极 性 (polarity) 有 两 层 意思 :一 是 指 阅读 模板 时 的 方向 性 。 翻 译 时 阅读 
mRNA 的 方向 都 是 从 5 - 端 ~3- 端 ;二 是 指 多 肽 链 延 伸 的 方向 总 是 从 N 端 -~C 端 。1961 
年 , Howard Dintzis 设计 了 一 个 巧妙 的 实验 证 明了 这 一 点 (图 9- 13) :他 将 在 珠 蛋 白 分 子 
中 参 人 频率 较 高 的 Leu 用 * 了 标记 以 后 ,加 到 兔 网 织 红细胞 翻译 系统 进行 脉冲 标记 ,然后 在 
不 同 的 时 段 终止 反应 ,再 从 网 织 红细胞 中 分 离 出 完整 的 珠 蛋 白 , 通 过 分 析 放 射 性 在 多 肽 
链 上 的 分 布 , 来 确定 肽 链 延 伸 的 方向 。 当 时 得 到 的 结果 是 ,在 保温 1 个 小 时 以 后 分 离 到 的 
a 珠 蛋白 几乎 所 有 的 Leu 残 基 都 带 放 射 性 ,而 在 保温 仅 几 分 钟 后 分 离 到 的 w 珠 蛋白 ,放射 
性 则 集中 在 肽 链 的 C 端 。 由 此 可 以 肯定 , 肽 链 合成 的 方向 的 确 是 从 N 端 -C 端 。 


正在 合成 的 多 肽 合成 好 的 多 肽 -一 没有 同位 素 标记 的 蛋白 质 

2 一 一 有 同位 素 标记 的 蛋白 质 
0 min ”一 一 
加 入 放射 性 同位 | 胰 和 蛋白酶 消化 
素 标记 的 氨基 酸 二 人 和 RS 
ee 十 ER ES 

ee N 在 

_ 和 < 
和 过 

站 一 区 


结果 : 放射 性 同位 素 标记 先 出 现在 C 端 


图 | 9-I3 Howard Dintzis 的 实验 流程 及 结果 


三 .三联 体 密 码 


既然 mRNA 是 翻译 的 模板 ,由 它 的 核 霸 酸 序列 决定 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 ,那么 
mRNA 的 核 苷 酸 序 列 如 何 决定 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 呢 ? 结合 简单 的 数学 推理 .经 典 的 
遗传 学 突变 实验 ,以 及 比 对 1 种 蛋白 质 的 氨基 酸 数 目 和 编码 它 的 mRNA 的 核 苷 酸 数目 ， 
很 容易 确定 是 3 个 核 苷 酸 决 定 1 种 氨基 酸 。 这 种 由 3 个 核 苷 酸 决 定 1 种 氨基 酸 的 编码 
形式 称 为 三 联 体 密 码 (triplet codon) 。 

首先 ,按照 Crick“ 自然 将 是 简单 的 Cnature will be simple)” 的 说 法 进行 推导 ,遗传 密 


码 可 能 是 最 为 简单 的 形式 。 因 为 组 成 核酸 的 核 苷 酸 只 有 4 种 ,而 组 成 蛋白 质 的 常 抑 蛋白 
质 氨基 酸 有 20 种 ,显然 如 果 1 个 核 昔 酸 决定 1 种 氨基 酸 ,那么 4 种 核 苷 酸 仅 能 决定 4 种 
氨基 酸 ;而 2 个 核 苷 酸 只 能 组 合成 4 关 4 王 16 种 不 同 的 二 核 苷 酸 序列 序列 ,也 决定 不 了 20 
种 氨基 酸 ; 然 而 ,如 果 是 3 个 核 背 酸 , 则 可 组 合成 4X4X4=64 种 不 同 的 三 核 苷 酸 序列 。 
这 是 最 简单 的 ,由 它 决定 20 种 氨基 酸 已 绰绰有余 。 

其 次 ,如 果 的 确 是 3 个 核 苷 酸 决 定 1 种 氨基 酸 , 那 么 一 种 蛋白 质 基 因 发 生 捅 人 或 缺 
失 3 个 核 苷 酸 的 突变 ,与 插入 或 缺失 1.2 个 核 苷 酸 的 突变 带 来 的 后 果 肯 定 是 不 一 样 的 。 
后 一 类 突变 的 危害 应 该 最 大 ,因为 它 能 够 造成 ORF 的 错位 。T4 喉 菌 体 的 突变 实验 验证 
了 3 个 核 苷 酸 决 定 1 种 氨基 酸 ,因为 当 它 的 一 个 基因 插 人 或 缺失 1 一 2 个 核 苷 酸 时 , 它 将 
失去 感染 大 肠 杆菌 的 能 力 , 相 反 当 插入 或 缺失 3 个 核 苷 酸 时 , 它 所 表达 的 蛋白 质 仍 有 具 活 
性 ,这 时 T4 喉 菌 体 仍然 能 感染 大 肠 杆 菌 。 

最 后 ,如 果 能 够 同时 得 到 一 种 蛋白 质 含 有 的 氨基 酸 数目 和 其 对 应 的 mRNA 模板 的 
核 苷 酸 数目 ,那么 通过 简单 的 除法 也 能 得 到 几 个 核 苷 酸 决 定 一 种 氨基 酸 的 信息 。 但 这 种 
方法 在 很 多 情况 下 并 不 准确 ,因为 许多 蛋白 质 在 翻译 以 后 经 历 了 复杂 的 后 加 工 , 而 丢失 
了 一 些 氨基 酸 序列 。 早 期 有 人 研究 了 烟草 坏死 卫星 病毒 ,比较 了 其 外 壳 和 蛋白 亚 基 的 氨基 
酸 数目 和 相应 mRNA 模板 的 核 苷 酸 数目 ,结果 是 400/1 200=173 的 比例 ,由 此 得 出 了 3 
个 核 苷 酸 决定 1 种 氨基 酸 。 

在 确定 了 遗传 信息 是 以 三 联 体 密码 的 形式 编码 的 以 后 , 剩 下 来 最 富 挑 战 性 的 工作 就 
是 弄 清 一 个 特定 的 三 联 体 密码 子 决定 的 是 哪 一 种 氨基 酸 。 

(一 ) 遗传 密码 的 破译 

从 1961 年 到 1966 年 ,遗传 密码 的 破译 前 后 差不多 花 了 近 7 年 的 时 间 ,Ochoa、 
Khorana 和 Nirenberg 是 最 主要 的 功臣 。 其 中 Ochoa 和 儿 horana 发 明了 人 工 合 成 核酸 的 
技术 ,通过 此 项 技术 可 以 得 到 一 特定 序列 的 RNA 分 子 作为 翻译 的 模板 。Nirenberg 等 人 
建立 了 无 细胞 翻译 系统 (cell-free translation system) ,为 使 用 人 工 合成 的 RNA 模板 进行 
翻译 提供 了 可 能 。 

Ochoa 发 明了 酶 学 合成 ,他 使 用 多 核 苷 酸 磷酸 化 酶 (PNP) ,在 体外 催化 核 苷 二 磷酸 
聚合 成 多 聚 核 音 酸 。 如 果 在 反应 中 注意 控制 NDP 的 种 类 和 比例 ,可 得 到 同 聚 物 
(homopolymer) 与 异 聚 物 (heteropolymer) 两 类 多 聚 核 昔 酸 。 同 聚 物 核 苷 酸 仅 由 一 种 核 苷 
酸 组 成 ,里 面具 有 一 种 密码 子 , 如 poly U( 密 码 子 是 UUU) ,poly A( 密 码 子 是 AAA) .poly 
C( 密 码 子 是 CCC) 和 poly G( 密 码 子 是 GGG) ; 异 聚 物 核 苷 酸 则 由 两 种 以 上 的 核 苷 酸 组 
成 ,含有 多 种 密码 子 , 例 如 将 CDP 和 ADP 按 照 5: 1 的 比例 混合 ,在 PNP 的 催化 下 ,可 得 
到 含有 -GCC、CCA、CAC、ACC、CAA、ACA、AAC 和 AAA 等 八 种 密码 子 的 异 聚 物 核 苷 
酸 。 这 八 种 密码 子 出 现 的 机 会 并 不 完全 相同 ,CCC 出 现 的 概率 最 高 ,应 为 (5/6) 二 
57.9% ,CCA、CAC 和 ACC 出 现 的 概率 其 次 ,为 (1/6)(5/6)2 王 11.6% ,CAA、ACA 和 
AAC 出 现 的 概率 为 (1/6)?(576) 王 2.3%% ,AAA 出 现 的 概率 最 低 , 仅 为 (1/6) 一 0.4%%。 

Khorana 发 明了 化 学 合成 法 ,他 使 用 有 机 合成 得 到 了 一 系列 有 序 的 多 聚 核 昔 酸 ( 如 
UCUCUCUC) 和 仅 有 3 个 核 苷 酸 组 成 的 三 聚 核 苷 酸 ( 如 CUG) 。 

无 细胞 翻译 系统 是 指 保留 翻译 能 力 的 活 细胞 提取 物 , 通 党 由 翻译 活性 高 分裂 旺 盛 
的 活 细胞 经 温和 勾 浆 处 理 制 备 而 成 ,如 大 肠 杆菌 . 醇 母 细胞 . 麦 胚 细胞 . 兔 网 织 红 细胞 和 
某 些 癌 细 胞 等 。Nirenberg 和 Matthaei 建立 和 完善 了 大 肠 杆菌 无 细胞 翻译 系统 。 在 
1961 年 ,Nirenberg 和 Matthaei 使 用 大 肠 杆 菌 无 细胞 翻译 系统 研究 病毒 鼻 白 质 的 合成 ， 
他 们 使 用 烟草 花 叶 病毒 (Topacco Mosaic Virus ,TITMV) 的 基因 组 RNA 作为 实验 模板 ,而 
使 用 poly U 作为 对 照 模板 。 他 们 并 没有 指望 对 照 模板 能 编码 或 指导 和 蛋白质 的 合成 。 然 
而 ,出 乎 意料 的 是 ,他 们 发 现 poly U 居然 能 作为 模板 指导 了 唯一 的 一 种 氨基 酸 一 一 Phe 
的 参 入 ,得 到 了 多 聚 葵 丙 氨 酸 。 这 就 意味 着 他 们 破译 了 第 一 个 密码 子 UUUI! 它 编 码 
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Phe。 于 是 ,破译 遗传 密码 的 大 门 打开 了 。 很 快 ,他 们 利用 同样 的 方法 又 破译 了 AAA( 编 
码 Lys) 和 CCC( 编 码 Pro) 。 当 使 用 某 些 简 单 有 序 的 异 多 聚 核 背 酸 (如 ACAACAACA) 作 
为 模板 时 ,他们 又 破译 出 其 他 一 些 相 对 简单 的 密码 子 (如 ACA、CAA 和 AAC)。 但 是 ,要 
使 用 以 上 方法 去 破译 更 为 复杂 的 密码 子 ( 如 ACG) 时 ,就 很 困难 了 。 直 至 1964 年 ,Leder 
和 Nirenberg 发 明了 核糖 体 结合 技术 (ribosome-binding technique) , 终 使 所 有 和 遗 传 密码 得 
到 破译 (图 9- 14) 。 


次 De&e 
公 


) CN 

人 核糖 体 、UUU 
三 聚 核 音 酸 和 所 有 和 Phe-tRNA 
的 tRNA 都 通过 滤 膜 留 在 滤 膜 上 


谷 9- 14 核糖 体 于 合 技术 的 原理 


核 精 体 结合 技术 的 基本 原理 是 :人 工 合成 的 三 聚 核 苷 酸 在 无 GTP 的 条 件 下 ,能 与 核 
糖 体 保温 结合 。 而 结合 的 三 聚 核 苷 酸 将 促进 同 源 的 氨 酰 - tRNA 结合 到 核糖 体 上 ,形成 
能 被 硝酸 纤维 素 滤 膜 吸 附 的 核糖 体 、 三 聚 核 苷 酸 和 和 氢 酰 - tRNA 的 三 元 复合 物 。 利 用 此 
性 质 , 可 将 结合 的 被 同位 素 标记 的 氨 酰 - tRNA 与 其 他 没有 结合 的 氨 酰 - tRNA 分 开 。 通 
过 鉴定 结合 在 硝酸 纤维 素 滤 膜 上 氢 酰 - tRNA 中 的 氨基 酸性 质 ,就 可 以 确定 原来 的 三 聚 
核 苷 酸 决定 何 种 氨基 酸 ,进而 弄 清 一 种 氨基 酸 的 密码 子 。 例 如 ,如 果 使 用 UUU 作为 模 
板 , 则 放射 性 标记 的 葵 丙 所 酰 - RNA 能 够 结合 到 核糖 体 上 ,这 样 就 破译 出 UUU 是 Phe 
的 密码 子 。 同 样 ,利用 其 他 已 知 序列 的 三 聚 核 苷 酸 作为 模板 ,可 以 破译 出 更 多 的 遗传 密 
码 。 使 用 这 项 技术 ,Nirenberg 花 了 将 近 8 年 的 时 间 , 最 终 完全 破译 出 20 种 氮 基 酸 所 有 
的 三 联 体 密 码 ( 表 9-3)。 由 于 Nirenberg 和 开 horana 在 遗传 密码 的 破译 所 作出 的 杰出 贡 
献 , 他 们 与 第 一 个 测定 出 酵母 NA 一 级 结构 的 科学 家 Holley 分 享 了 1968 年 度 的 诺 
贝尔 化 学 奖 。 

(二 ) 遗传 密码 的 主要 性 质 

1. 简 并 与 兼职 

在 总 共 64 个 密码 子 中 ,除了 UGA 、UAA 和 UAG 为 无 义 密码 子 , 即 在 翻译 中 作为 终 
止 密码 子 以 外 ,余下 的 61 个 为 有 义 密码 子 ,编码 已 知 的 蛋白 质 氨基 酸 。 但 是 常见 的 蛋白 
质 氨 基 酸 只 有 20 余 种 ,这 就 意味 着 许多 氨基 酸 的 密码 子 不 止 一 个 。 遗 传 密码 的 这 种 特 
性 被 称 为 简 并 性 Cdegeneracy) ,而 决定 同一 种 氨基 酸 的 不 同 密码 子 称 为 同 义 密码 子 。 事 
实 上 ,只 有 Trp 和 Met 各 有 一 个 密码 子 , 其 他 :18 种 氨基 酸 都 有 2 种 以 上 的 密码 子 。 此 
外 ,在 61 个 氨基 酸 密码 子 之 中 ,还 有 三 个 是 兼职 的 ,它们 除了 代表 特定 的 氨基 酸 以 外 ,还 
兼作 起 始 密码 子 , 这 三 个 密码 子 是 AUG、.GUG 和 UUG。 其 中 AUG 为 使 用 最 多 的 起 始 
密码 子 (在 细菌 基因 组 中 90%% 以 AUG 为 起 始 密码 子 ) ,其 次 是 GUG( 占 8 只 ) ,少数 使 用 
UUG( 占 1%%) ,更 为 罕见 的 是 AUU。 这 些 密 码 子 在 作为 起 始 密码 子 的 时 候 , 都 是 编码 
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Met。 三 个 终止 密码 子 有 两 个 也 可 作 兼 职 ,UGA 和 UAG 可 分 别 兼 作 硒 代 半 胱 氨 酸 和 吡 
咯 赖 氨 酸 的 密码 子 。 

2， 明 确 的 (unambiguous) 而 不 含糊 

61 个 有 义 密 码 子 每 一 个 只 编码 一 种 氨基 酸 ,没有 "一 公 两 用 ?或 “一 码 多 用 ”的 情况 。 

3. 密码 子 的 选 定 不 是 随机 的 ,编码 相同 或 相似 的 氨基 酸 的 密码 子 在 序列 上 倾向 于 
相似 

仔细 研究 遗传 密码 表 , 会 发 现 许 多 有 趣 的 规律 :规律 之 一 是 大 多 数 氨 基 酸 同 义 密码 
子 的 差别 在 第 三 位 核 昔 酸 , 如 GGX(X 为 四 种 碱 基 中 的 任何 一 种 ) 编 码 Gly, UCX 编码 
Ser, 这 种 性 质 有 时 被 称 为 第 三 碱 基 简 并 性 (third-base degeneracy) ;规律 之 二 是 第 二 位 为 
味 叭 核 苷 酸 的 密码 子 大 多 数 编码 亲 水 氨基 酸 ,如 CGX(X 表示 任何 核 苷 酸 ) 编 码 Arg', 而 
第 二 位 为 喀 啶 核 苷 酸 的 密码 子 大 多 数 编码 玻 水 氨基 酸 , 如 CUX 编码 Leu。 显 然 密 码 子 
进化 成 这 种 样式 可 降低 突变 造成 的 危害 。 

4， 通 用 和 例外 

密码 子 的 另 一 个 重要 性 质 是 通用 性 ,无论 是 细菌 . 古 菌 ,还 是 真 核 生 物 ,使 用 的 都 是 
同一 套 密 码 子 表 。 基 于 这 种 性 质 , 人 们 才 可 以 使 用 细菌 表达 真 核 生 物 的 基因 ,或 低 等 生 
物 表 达 高 等 生物 的 基因 ,如 使 用 大 肠 杆 菌 或 酵母 表达 人 胰岛 素 。 然 而 ,密码 子 的 通用 性 
不 是 绝对 的 ,已 在 人 、. 牛 和 酵母 等 生物 的 线粒体 基因 组 和 某 些 生物 的 细胞 核 基 因 序 列 中 
发 现 了 例外 ( 表 9- 4)。 例 外 主要 被 发 现在 非 植物 线粒体 基因 组 中 。 例 如 ,在 哺乳 动物 线 
粒 体 翻 译 系 统 中 ,AUA 与 AUG 一 样 都 是 Met 或 起 始 密码 子 ,UGA 是 Trp 的 密码 子 而 
不 是 终止 密码 子 ,AGA 和 AGG 则 变 成 了 终止 密码 子 。 再 如 ,新 月 鱼 (z 记 atyhnelzziztj) 和 
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棘皮 类 动物 Cechninocderzz) 线 粒 体 的 AAA 编码 Asn, 酵 母线 粒 体 的 UGA 编码 Trp。 植 物 
中 的 例外 目前 仅 在 玉米 线粒体 中 发 现 ,CGG 是 Trp 而 不 是 Arg 的 密码 子 ; 非 线粒体 翻译 
系统 中 的 例外 有 : 脉 钨 霉 (Nexroszora) 中 的 CUN 编码 Leu; 螺旋 原 体 (Siroplaszza) 和 
支原体 内 的 UGA 编码 Trp,CGG 为 终止 密码 子 ; 微 球菌 CMicrococcxs) 的 AGA 为 终止 密 
码 子 ; 某 些 纤 毛虫 (如 草 履 虫 ) 体 内 ,UAG 是 Gln 的 密码 子 而 不 是 终止 密码 子 ; 某 些 非 息 
子 生 的 酵母 菌 使 用 CUG 编码 Ser, 而 不 是 Leu。 


表 9-4 线粒体 内 遗传 密码 的 例外 


标准 遗传 密码 “终止 一 lle FE ET 
疹 椎 动物 Tmp Met 人 终 正 SS 
果 蜗 Trp Met Ser Leu Arg 
啤酒 酵母 、 Met 六 记 让 AR 
圆 酵母 Ti 一 一 Mi rt Thr 萝 
裂 殖 酵母 Trp Je Arg Leu Arg 
线 状 真菌 Trp Jle Arg 上 0 本 IE 
锥 体 虫 SOTEB TIE Arg 并 “Leu Arg 
高 等 植物 终止 SET SP 夫 
4.。 不 重 登 


密码 子 不 重 秋 是 指 在 阅读 同一 个 ORF 时 ,前 后 两 个 密码 子 没有 重 释 的 核 苷 酸 。 但 
是 , 极 少数 基因 在 翻译 的 时 候 , 可 发 生 核 糖 体 移 框 ,这 可 导致 一 个 或 几 个 核 苷 酸 被 重复 
使 用 。 

5. 无 标点 

无 标点 是 指 在 阅读 密码 子 时 从 ORF 的 5- 端 向 3- 端 逐个 阅读 ,中 间 无 停顿 ,直至 终 
止 密码 子 为 止 。 但 有 的 mRNA 被 翻译 的 时 候 , 遇 到 第 一 个 终止 密码 子 时 ,会 发 生 通读 
Creadthrough) 即 将 其 读 作 某 一 种 氨基 酸 : 还 有 某 些 mRNA 在 翻译 到 某 一 密码 子 处 ,核糖 
体会 跳 过 一 整 段 核 昔 酸 序列 ,然后 再 以 后 面 的 核 苷 酸 作为 模板 继续 翻译 。 例 如 ,T4 吹 菌 
体 基因 60 在 翻译 时 会 自动 跳跃 50 nt, 而 大 肠 杆菌 的 色 氨 酸 阻 遏 和 蛋白 (TrpR) 在 翻译 时 共 
跳 过 55 nt。 2 

6. 同一 种 氨基 酸 的 同 义 密码 子 使 用 的 频率 不 尽 相同 

尽管 大 多 数 氨基 酸 有 同 义 密码 子 , 但 各 同 义 密 码 子 被 使 用 的 频率 并 不 相同 ,而 且 使 
用 频率 还 可 能 因 物 种 的 不 同 而 不 同 , 频 率 出 现 比较 低 的 密码 子 可 称 为 稀有 密码 子 。 例 
如 ,Thr 有 4 个 同 义 密码 子 一 -ACU、ACC、ACA 和 ACG, 但 在 大 肠 杆 亡 核糖 体 蛋白 质 基 
因 所 使 用 的 1 209 个 密码 子 中 ,ACU 被 使 用 36 次 ,ACC 为 26 次 ,ACA 只 有 3 次 ,而 ACG 
则 完全 没有 被 使 用 。 再 如 , 嗜 热 微生物 喜欢 使 用 含有 G 和 C 的 密码 子 , 以 维持 较 高 的 
GC 含量 。 

一 种 密码 子 的 使 用 频率 与 其 相对 应 的 同 工 受 体 tRNA 在 细胞 内 的 丰 度 有 关 。 一 般 
说 来 ,使 用 频率 越 低 的 密码 子 , 其 对 应 的 同 工 受 体 tRNA 的 含量 越 低 。 

某 一 种 生物 密码 子 使 用 的 样式 可 以 用 来 预测 某 一 个 基因 表达 水 平 的 高 低 。 一 般 而 
言 ,表达 水 平 越 高 的 基因 倾向 利用 使 用 频率 高 的 密码 子 。 于 是 ,在 分 析 一 种 生物 的 全 套 
基因 组 的 时 候 , 对 于 先前 表达 情况 未 知 的 基因 ,如 果 它 倾向 使 用 高 频 的 密码 子 , 则 该 基因 
很 有 可 能 是 高 表达 的 基因 。。 


如 果 一 个 基因 使 用 密码 子 的 样式 与 该 生物 基因 组 其 他 基因 差别 太 大 , 则 可 能 预示 着 
这 个 基因 可 能 是 通过 水 平 转移 从 其 他 物种 进入 它 的 基因 组 的 。 


g 过 止 密码 子 使 用 的 频 幸 也 不 相同 ,而且 对 紧 靠 终止 窗 码 子 之 后 的 第 一 个 核 


茜 酸 的 选择 也 不 是 随机 的 
以 大 肠 杆 菌 为 例 ,UAA 被 使 用 的 频率 最 高 ,其 次 是 UGA, 而 UAG 的 使 用 频率 最 低 。 
位 于 终止 密码 子 后 的 第 一 个 核 苷 酸 使 用 的 频率 也 是 不 一 样 的 :细菌 更 喜欢 使 用 U, 而 真 


核 生 物 更 偏爱 用 G。 


表 9-5 几 种 生物 的 高 表达 基因 终止 密码 子 后 面 的 第 一 个 核 背 酸 使 用 的 频率 


| ”页 核 生物 
“已 coil16) 枯草 杆菌 (40) 酵母 (78) 果 蝇 (40) 
UAAU 50.0 BAAU 50.0 UAAG 35.9 UAAG 50.0 
UAAG 19.0 UAAG 20.0 UAAA 33.3 UAAA 25.0 
UGAU 14.7 UGAU 10.0 UAAU 16.7 UAAU 7.5,UAGA 7.5 
其 余 16. 3 其 余 20.0 其 余 14.1 其 余 10.0 


四 : 反 密 码 子 决定 特异 性 


在 肽 链 延 伸 过 程 中 ,正确 的 氨基 酸 的 参 人 取决 于 密 但 子 与 反 密码 子 之 间 的 相互 作 
用 ,与 tRNA 所 携带 的 氨基 酸 无 关 。 这 一 特性 可 用 一 个 简单 的 实验 加 以 证 明 : 在 体外 使 
用 无 机 催化 剂 镍 一 一 NiCH)x, 将 "C 标 记 的 [ 广 Cj- Cys- tRNAY 还 原 成 误 载 的 芒 CT Ala- 
tRNAS" ,然后 将 C- Ala- tRNAS 加 入 到 无 细胞 翻译 系统 中 , 则 发 现 [C]- Ala 代替 
原来 Cys 的 位 置 而 参 人 多 肽 链 之 中 。 


五 、 摆 动 规则 


蛋白 质 的 合成 取决 于 密码 子 和 反 密 码 子 之 间 的 相互 作用 。 然 而 考虑 到 密码 子 很 高 
的 简 并 性 ,密码 子 与 反 密 码 子 之 间 的 相互 作用 是 高 度 特异 性 的 , 即 严格 按照 A: U 和 
G:C 配 对 规则 ,还 是 允许 有 一 对 的 自由 度 ? 如 果 是 前 一 种 情形 ,那么 每 一 个 密码 子 就 需 
要 有 一 个 完全 互补 的 反 密 码 子 去 解码 ;如 果 是 后 一 种 情形 ,那么 就 不 需要 那么 多 (61 种 ) 
反 密 码 子 , 即 允许 某 些 反 密 码 子 可 识别 几 个 密码 子 。 早 在 1965 年 , Nirenberg 发 现 葵 两 
氨 酰 - tRNA 既 可 以 结合 UUU, 还 可 以 结合 UUC, 这 说 明 同 一 个 反 密 码 子 既 能 识别 
UUU, 还 能 识别 UUC。 同 年 , Holley 显示 ,他 分 离 到 的 酵母 耻 NA%4 能 结合 三 个 密码 
子 一 一 GCU.GCC 和 GCA。 

Crick 考虑 到 这 些 结果 ,通过 模型 建立 测试 了 其 他 碱 基 配 对 的 可 能 性 ,在 此 基础 上 提 
出 了 摆动 假说 (the wobble hypothesis) ( 表 9- 6)。 按 此 假说 ,密码 子 在 与 反 密码 子 之 间 
相互 识别 的 时 候 , 前 两 对 碱 基 严 格 遵守 标准 的 碱 基 配 对 规则 , 即 A 与 U 配 对 ,G 与 C 配 
对 ,最 后 一 对 碱 基 具 有 一 定 的 自由 度 。 但 并 非 任 何 碱 基 之 间 都 能 配对 ,如 果 反 密码 子 第 
一 位 碱 基 是 A 或 C, 则 只 能 识别 一 种 密码 子 ; 如 果 第 一 位 碱 基 是 G 或 U, 则 能 识别 两 种 密 
码 子 ; 如 果 第 一 位 碱 基 是 了, 则 能 识别 三 种 密码 子 。 

上 述 摆动 规则 并 没有 被 严格 地 遵守 ,因为 若是 严格 遵守 ,一 个 细胞 只 需要 31 种 
tRNA 就 可 以 识别 所 有 61 个 密码 子 了 。 事 实 上 ,一 个 细胞 内 的 tRNA 往往 超过 31 种 。 
以 大 肠 杆 菌 K12 菌株 为 例 , 它 的 基因 组 共 含 有 84 个 tRNA 的 基因 ,只 有 三 种 氨基 酸 一 一 
His、Trp 和 Sec 具有 单一 的 tRNA, 而 Arg 和 Val 各 具有 7 种 tRNA,Leu 具有 8 种 
tRNA。 此 外 ,上 述 摆动 规则 也 不 适用 于 线粒体 翻译 系统 。 因 为 在 线粒体 翻译 系统 中 : 仅 
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有 21 种 左右 的 NA, 如 果 要 求 它们 识别 60 多 个 密码 子 , 必 须 遵守 另外 一 种 更 宽松 的 皖 
动 规则 。 


表 9-6 摆动 规则 


人 全 

G GE 
U 一 A.G 
I ARCeU 


摆动 规则 的 意义 在 于 使 得 在 翻译 的 时 候 ,tRNA 和 mRNA 因为 有 一 对 碱 基 不 是 严格 
配对 , 氢 键 较 弱 而 更 容易 分 离 , 从 而 可 加 快 翻译 的 速率 。 


第 三 节 “翻译 的 详细 机 制 


以 上 介绍 了 翻译 的 一 般 特 征 , 下 面 就 分 步 详细 介绍 氨基 酸 的 活化 .起 始 、 延 伸 、 终 目 
和 释放 及 折 丢 与 后 加 工 。 以 大 肠 杆菌 为 例 , 这 几 个 阶段 所 必需 的 成 分 见 表 9-7。 


表 : 9 本 在 莉 主 的 五 二 内 梳 订 尖 2 


Fe 六 于 TTTT TRY Se AT 


起 始 mRNA,N - 甲 酰 甲 硫 氨 酰 - tRNA(fMet- tRNA ) ,起 始 密码 子 (AUG),30S 
亚 基 ,50S 亚 基 , 起 始 因子 一 一 下 1,IF2、IF3,GTP/Mg” 


延伸 有 功能 的 70S 核糖 体 ( 起 始 复合 物 ) ,与 特定 密码 子 对 应 的 各 种 氨 酸 - NA， 
延伸 因子 --EF-Tu.EF-Ts、EF-G, 肽 酰 转移 酶 ,GTP7ZMg:# 


终止 密码 子 一 UAG,UAA,UGA, 多 肽 释放 因子 一 -REF1,RF2,RF3, 核 糖 
终止 导 释 放 体循环 因子 一 一 RRF,ATP/Mg2+ 


多 肽 链 的 折 秋 
与 后 加工 各 种 修饰 酶 ,特定 的 剪 切 酶 ,分 子 伴侣 等 


一 、 细 菌 的 翻译 

细菌 的 翻译 比 真 核 生 物 要 简单 ,以 大 肠 杆菌 为 例 , 其 各 个 阶段 的 反应 如 下 : 

(一 ) 氨基 酸 的 活化 

这 个 阶段 的 反应 已 在 前 面 有 所 介绍 ,这 里 仅 介绍 N - 甲 酰 甲 硫 氨 酰 - tRNA 的 形 
成 。N - 甲 酰 甲 硫 氨 酸 是 细菌 翻译 系统 第 一 个 被 参 人 的 氨基 酸 , 它 由 起 始 疏 NA 携带 ,由 
2 步 反 应 产生 : 

(1) 在 甲 硫 氨 酰 - tRNA 合成 酶 的 催化 下 , Met 与 起 始 tRNA 形成 甲 硫 氨 酰 -起 始 
tRNA。 

Met 十 tRNAN 十 ATP->Met- tRNA 十 AMP 十 PP; 

该 酶 也 能 催化 Met - tRNA 的 形成 ,但 形成 的 Met- tRNAM" 只 参与 肽 链 延 伸 阶 段 
的 甲 硫 氮 酸 参 入 。 

(2) 在 甲 硫 氮 酰 tRNA 转 甲 酰基 酶 (methionyl tRNA transformylase,MTE ) 的 催化 
下 形成 N- 甲 酰 甲 硫 氨 酰 - tRNA 。 

No- 甲 酰 四 氢 叶 酸 十 Met - tRNAMe_> 四 氧 叶酸 十 {Met - tRNAMe 


决定 起 始 让 NA 能 发 生 甲 酰 化 反应 的 主要 因素 是 其 缺乏 1 : 72 碱 基 对 ,这 使 得 起 始 
tRNA 在 受 体 葵 3 - 端 有 长 达 5 nt 的 单 链 片段 ,刚好 能 够 到 达 MTEF 的 活性 中 心 。 

在 大 多 数 情况 下 , 甲 酰 基 和 N 端 甲 硫 氨 酸 在 翻译 后 加 工 中 被 切除 ,少数 甚至 在 新 生 
肽 链 刚刚 从 核糖 体 多 肽 链 离 开通 道 “ 探 出 头 来 ”就 被 切除 了 。 

Met- tRNA 的 甲 酰 化 对 于 大 肠 杆菌 的 蛋白 质 合 成 是 非常 重要 的 。 不 能 进行 甲 本 
化 的 突变 体 难 以 启动 翻译 ,表现 出 很 严重 的 生长 缺陷 。 当 然 , 甲 酰 化 并 不 是 所 有 细菌 蛋 
白质 合成 起 始 所 必需 的 ,例如 铜绿 假 单 胞 菌 (Psexcosomonas aerugizosa ) 就 有 这 样 的 蛋 
白质 。 

(二 ) 翻译 的 起 始 

翻译 起 始 是 整个 翻译 过 程 四 个 阶段 反应 的 限 速 步 又。 参与 起 始 阶段 的 有 核糖 体 、 
fMet-tRNAINM .mRNA 和 三 种 起 始 因子 。 

这 个 阶段 发 生 的 主要 反应 是 识别 起 始 密码 子 AUG, 以 及 形成 起 始 复合 物 。 细 菌 有 
时 也 使 用 GUG 或 UUG 为 起 始 密码 子 , 使 用 AUU 或 CUG 的 情况 也 有 ,但 比较 罕见 。 根 
据 大 肠 杆菌 4 288 个 基因 使 用 的 起 始 密码 子 的 统计 情况 ,有 3 542 个 基因 使 用 AUG,612 
个 基因 使 用 GUG,130 个 基因 使 用 UUG,1 个 基因 使 用 AUU, 还 有 1 个 基因 可 能 使 用 
CUG 为 起 始 密码 子 。 但 不 管 使 用 哪 一 个 为 起 始 密码 子 , 第 一 个 被 参 人 的 氨基 酸 总 是 甲 
酰 甲 硫 氨 酸 。 

起 始 因子 ( 表 9- 8) 的 作用 只 限于 在 这 一 步 , 它 们 并 不 是 核糖 体 的 永久 成 分 ,在 进入 
延伸 阶段 之 前 离开 核糖 体 。 

1. 起 始 密码 子 的 识别 

细菌 起 始 密码 子 的 识别 主要 是 依赖 于 SD 序列 与 反 SD 序列 之 间 的 互补 配对 ,这 两 
段 序 列 分 别 位 于 mRNA 的 5 - 端 和 16SrRNA 的 3- 端 。 其 中 ,SD 序列 由 4 一 5 个 富 含 味 
叭 的 碱 基 组 成 ,一 般 位 于 起 始 密码 子 上 游 约 7 个 碱 基 的 位 置 , 它 由 John Shine 和 Lynn 
Dalgarno 在 比较 大 肠 杆菌 多 种 mRNA 的 5 - 端 碱 基 序列 后 总 结 而 来 , 其 一 致 序列 是 
UAAGGAGG。 巧 合 的 是 在 16S IRNA 的 3- 端 ,有 一 段 富 含 啼 喧 的 序列 ,由 于 可 以 和 SD 
序列 互补 配对 ,因而 被 称 为 反 SD 序 列 (图 9-15)。 实 验证 明 , 正 是 SD 序列 与 反 SD 序列 
的 互补 配对 , 才 使 得 mRNA 上 位 于 SD 序列 下 游 的 第 一 个 AUG( 有 时 是 GUG 或 UUG) 
用 作 起 始 密码 子 。 有 人 将 16S rRNA 的 反 SD 序列 CCUCC 突变 成 GGAGG 或 CACAC， 
然后 将 在 起 始 密码 子 上 游 含 有 CCUCC 或 GUGUG 的 人 生长 激素 (human growth 

(a) 


玉生 | 下 汪 

脂 蛋 白 “weAUCUAGAGGGUAUUAAUAAUGAAAGCUACU~ww 
RecA 一 wwGGCAUGACAGGAGUAAAAAUGGCUAUCG 

GalE amwAGCCUAAUGGAGCGAAUUAUGAGAGUUCUGww 
GalT we<CCCGAUUAAGGAACGACCAUGACGCAAUUU~w 
Laci wwCAAUUCAGGGUGGUGAAUGUGAAACCAGUA~ 
LacZ “wwUUCACACAGGAAACAGCUAUGAGCCAUGAUU-w 
核糖 体 蛋 白质 LI10 weCAUCAAGGAGCAAAGCUAAUGGCUUUAAAUw 


核糖 体 蛋白 质 L7/LI12 wwUAUUCAGGAACAAUUUAAAUGUCUAUCACU~w 


(b) 


16S TRNA 3 '-- 端 
3 G 
A 
HO、 CU 
Ai 从 
U449UC ftMet Thr Met Ile 
5 和 「 ] [ 1 ] 1 
veUUCACACAGGAAACAGCUAUGACCAUGAUUwmRNA 
SD 序 列 晤 各 | 
AU ACT 
fMet-tRNAMs 
的 反 密 码 子 


侠 9-15 SD 序 列 和 反 SD 序列 
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《CT 人 作 认 E3 为 什么 不 会 
作用 产生 它 的 大 肠 杆 菌 菌株 ? 


30S 核 糖 体 亚 基 


本 


fMet 


血 忆 mRNA 


30S 起 证 复 合 物 


S0S 亚 基 
IFIHIF3 
GDPJF2+P 


is 
合 9-16 细菌 蛋白 质 合 
成 的 起 始 
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hormone,hGH)mRNA 引入 到 带 有 这 两 种 16S rRNA 突变 的 大 肠 杆 菌 细胞 内 ,结果 发 现 
人 生长 激素 照样 可 以 被 正常 的 翻译 。 这 说 明 SD 序列 与 反 SD 序列 之 间 的 互补 关系 是 细 
菌 识别 起 始 密码 子 的 关键 。 另 外 ,大 肠 杆菌 素 (colicin)E3 抑制 翻译 的 机 理 也 能 说 明 SD 
序列 与 反 SD 序列 互补 配对 的 重要 性 。 这 种 毒素 由 带 有 E3 质粒 的 大 肠 杆菌 分 刻 , 能 抑 
制 细菌 翻译 的 起 始 , 但 并 不 能 抑制 翻译 的 延伸 。 研 究 发 现 , 它 能 够 切 掉 敏 感 型 菌株 16S 
rRNA3 - 端 一 段 长 约 49 nt 的 片段 , 反 SD 序列 正好 位 于 其 中 。 被 处 理 后 的 16S rRNA 丧 
失 了 反 SD 序列 ,必然 导致 翻译 不 能 正常 起 始 。 

2. 起 始 复合 物 的 形成 

起 始 复合 物 的 形成 与 起 始 密码 子 的 识别 紧密 偶 联 在 一 起 ,起 始 阶段 的 总 反应 式 可 
写成 : 


30S 二 50S 二 mRNA 二 ftMet-tRNAK 二 IF1 十 下 2 十 IF3 十 GTP->~ 
[70S. mRNA fMet- tRNAI 十 GDP 十 Pi 十 IF1 十 IF2 十 IF3 


IFE1 17/7 
IF2(GTP) 97 I77 促进 起 敬 下 NA 的 结合 和 GTP 的 水 解 
IF3 23 177 促进 核糖 体 的 解 离 和 mRNA 的 结合 
EF- TuCGTP) 43 约 为 10 促进 氨 酰 - tRNA 的 进位 , 具 .GTP 酶 活性 
1 与 EF-Tu 结 合 ,催化 GTP 取代 与 : 
EE= Ts 74 | EFLTE 委 合 的 GDP 
EF-G(CGTP) 凡 让 讨 促进 核糖 体 移 位 , 具 GTP 酶 活性 
RFI1 36 1/20 识别 终止 密码 子 UAA 或 UAG 
RE2 41 1720 识别 终止 密码 子 UAA 和 或 UGA 
“促进 RF1 和 REF2 的 作用 ;结合 GTP， 
RF3(GTP) 46 不 明 具有 .GTP 酶 活性 
RRF 21 促进 mRNAL. 空 载 的 下 NA 与 核糖 体 的 解 离 


三 元 起 始 复合 物 形 成 的 具体 过 程 包括 :(1) 在 Il 的 刺激 下 ,IF3 与 30S 亚 基 结 合 ， 


致使 30S 亚 基 与 50S 亚 基 解 离 。 于 是 ,IF1 IF3 与 30S 小 亚 基 结 合 在 一 起 。IF1 结合 在 
30S 核糖 体 亚 基 A 部 位 的 底部 ,封闭 了 A 部 位 ,从 而 迫使 后 面 的 起 始 NA 只 能 与 P 部 
位 结合 。(2) 一 旦 亚 基 解 离 ,IF2。GTP .mRNA 和 {fMet- tRNAM% 就 与 30S 亚 基 结合 , 结 
合 的 次 序 还 不 清楚 ,可 能 是 随机 的 。(3) mRNA 通过 SD 序列 与 16S rRNA 反 SD 序列 的 
相互 作用 ,而 使 起 始 密码 子 刚好 定位 到 核糖 体 的 了 部 位 ,起 始 因子 (特别 是 IF3) 在 其 中 可 
能 也 起 一 定 的 作用 。(4) 起 始 tRNA 先后 经 历 不 依赖 于 密码 子 的 结合 (codon- 
independent binding) .依赖 于 密码 子 的 结合 (codon-dependent binding) 和 fMet - tRNAIY 
的 调整 (f{Met -tRNA adjustment) 这 三 步 反 应 ,最 后 定位 到 30S 亚 基 的 了 部位。 所 有 这 
三 步 可 能 都 受到 IF2. GTP 的 促进 。IF2 是 一 种 小 G 蛋 白 , 其 活性 形式 为 IF2。GTP。 
IF3 也 起 作用 , 它 不 仅 能 稳定 f{fMet- tRNAP 与 P 位 点 的 结合 ,而 且 通过 破坏 错 配 的 密码 
子 - 反 密码 子 的 相互 作用 而 行使 校对 的 功能 。(5) 在 3 个 起 始 因子 .mRNA 和 fMet - 
tRNA 结合 到 30S 亚 基 以 后 , 先 形 成 30S 预 起 始 复 合 物 (The 30S preinitiation 
complex) ,再 经 过 一 定 的 构象 变化 以 后 转变 成 较 稳 定 的 30S 起 始 复合 物 。(6) 在 I2 的 
刺激 下 ,50S 亚 基 与 30S 起 始 复合 物 结合 ,与 此 同时 ,IF1 和 IF3 被 释放 ,fMet - tRNAP” 
则 被 调整 到 了 部 位 正确 的 位 置 。 随 后 ,50S 亚 基 作 为 GTP 酶 活化 蛋白 (GTPase 


activating protein,GAP) 激 活 IF2 的 GTP 酶 活性 。 一 旦 下 2 的 GTP 酶 被 激活 ,与 它 结合 
的 GTP 立 刻 被 水 解 成 GDP 和 了 Pi ,由 此 引发 IF2 的 释放 ,最 终 导 致 有 活性 的 70S 三 元 起 
始 复合 物 的 形成 。 

在 最 后 形成 的 70S 起 始 复合 物 中 ,起 始 密码 子 正 好 处 于 部 位 ,而 fMet-tRNAP 依 
靠 反 密码 子 与 起 始 密码 子 的 互补 配对 定位 在 了 部 位 上 ,成 为 肽 酰 转移 酶 活性 中 心 有 效 的 
底 物 。A 部 位 是 空 着 的 。mRNA 像 一 根 细 线 一 样 ,与 核糖 体 结合 。 

(三 ) 翻译 的 延伸 

在 起 始 复合 物 形 成 以 后 ,翻译 即 进入 延伸 阶段 。 与 起 始 阶段 不 同 的 是 ,翻译 的 延伸 
机 制 在 各 翻译 系统 之 中 是 高 度 保守 的 ,其 间 会 多 次 发 生 由 进位 (Centry)、 转 肽 
(transpeptidation) 和 移 位 反应 (translocation) 构 成 的 循环 ,大 概 平 均 每 秒 钟 参 入 12 个 氮 
基 酸 ,直至 终止 密码 子 进 入 A 部 位 。 

1]. 进位 

进位 是 指正 确 的 氨 酰 -tRNA 进入 A 部 位 , 它 是 在 EF- Tu。GTP 的 催化 下 完成 的 ， 
尽管 没有 EF - Tu, 氮 酰 - RNA 也 能 进入 A 部 位 ,但 是 效率 很 低 。 

进位 的 具体 步骤 是 :(1) 氮 酰 -tRNA(fMet -tRNAN 除 外 ) 与 EF -Tu。GTP 形成 三 
元 复合 物 后 进入 A 部 位 ;(2) mRNA 上 的 密码 子 与 NA 上 的 反 密 码 子 在 A 部 位 发 生 
相互 作用 ,以 识别 进入 的 氨 酰 -tRNA 是 否 正确 ;(3) 正确 的 氨 酰 - tRNA 被 保留 并 进入 转 
肽 反应 , 误 入 的 氮 酰 - tRNA 离开 核糖 体 。 


[GDPj+P， 


离开 E 部 位 


个 9-17 多 肽 链 延 伸 过 程 中 的 进位 和 移 位 反应 


与 IF2 一 样 ,EF - Tu 也 是 一 种 小 G 蛋 白 。 在 EF - Tu。GTP. 氮 酰 -tRNA 进入 A 
部 位 以 后 , 核 精 体 大 亚 基 上 的 一 个 特殊 结构 域 充 当 EF - Tu 的 GAP, 此 结构 域 与 起 始 阶 
段 激 活 IF2 GTP 酶 活性 的 结构 域 相 同 。 如 果 正 确 的 氮 酰 - tRNA 进入 A 部 位 ,EFE -Tu 
所 具有 的 GTP 酶 活性 很 快 被 激活 ,从 而 导致 与 它 结合 的 GTP 被 水 解 成 GDP 和 Pi。 
EF- Tu 的 构象 因为 GTP 的 水 解 而 发 生 较 大 的 变化 ,进而 导致 EF - Tu 与 核糖 体 的 解 
离 。 而 EF-Tu 的 解 离 又 引起 氨 酰 - tRNA 在 核糖 体 上 的 重新 排 布 ,有 利于 后 面 的 转 肽 
反应 。 释 放出 来 的 EF- Tu 与 GDP 结合 在 一 起 ,没有 活性 ,需要 在 EF- Ts 的 催化 下 , 重 
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KG 如 何 解释 翻译 唯 独 
转 肽 这 一 步 没 有 ATP 或 者 


新 转变 成 为 有 活性 EF - Tu.， GTP。 因 此 ,EF - Ts 的 功能 是 作为 鸟 苷 酸 交 换 因 子 
(Cguanine nucleotide exchange factor,GEF) ,催化 与 EF -Tu 上 的 GDP 与 细胞 质 中 的 GTP 
进行 交换 ,使 有 活性 的 EF- Tu。 GTP 不 断 得 以 再 生 。 

EF- Tu 通过 两 种 机 制 来 保证 正确 的 氮 酰 -tRNA 进入 A 部 位 ,以 提高 翻译 的 忠实 
性 :(1) 阻止 氮 酰 - tRNA 带 有 氮 酰 基 的 一 端 进 入 核糖 体 的 A 部 位 ,从 而 确保 了 氮 栈 - 
tRNA 的 反 密 码 子 和 mRNA 上 的 密码 子 之 间 配 对 和 校对 在 先 ,防止 误 载 的 氨 酰 - tRNA 
与 A 部 位 不 可 逆 地 结合 以 及 随后 形成 错误 的 肽 键 。 此 外 ,mRNA 在 P 部 位 的 密码 子 和 
A 部 位 的 密码 子 之 间 有 一 个 明显 的 弯曲 ,这 也 有 利于 A 部 位 的 密码 子 和 进入 A 部 位 的 
氮 酰 -tRNA 上 的 反 密 码 子 进行 校对 ;(2) 较 低 的 内 在 GTP 酶 活性 ,可 提供 足够 的 时 间 让 
反 密 码 子 与 密码 子 之 间 进 行 相互 校对 。 反 密码 子 与 密码 子 之 间 的 相互 校对 ,发 生 在 与 
EF -Tu 结合 的 GTP 还 没有 水 解 之 前 的 一 段 时 间 内 。 一 且 GTP 水 解 ,EF- Tu 即 与 核糖 
体 解 离 ,而 留 下 氮 酰 - tRNA。 因此 EF-Tu 的 GTP 酶 活性 越 低 ,密码 子 与 反 密 码 子 相互 
校对 的 时 间 越 长 ,错误 的 氮 酰 -tRNA 被 A 部 位 容纳 的 可 能 性 就 越 小 ,但 是 肽 链 延 伸 的 速 
率 也 会 降低 。 因 此 ,EF-Tu 的 GTP 酶 活性 相当 于 受 时 间 控 制 的 分 子 开关 ,由 它 决 定 翻 
译 速度 与 忠实 性 的 平衡 。 有 人 使 用 不 能 水 解 的 GTP 类 似 物 一 -GDPCP 或 者 GDPNP 
(图 9-18) 代 替 GTP, 发 现 氮 酰 - tRNA 照样 能 够 进入 A 部 位 ,但 翻译 因为 EF - Tu 不 能 
与 核 灶 体 解 离 而 停止 ;如 果 使 用 水 解 速度 极为 缓慢 的 GTP-Y-S 代 替 GTP, 则 反应 的 速 
度 降 低 , 但 忠实 性 提高 ,这 是 因为 水 解 速度 减 慢 延长 了 校对 的 时 间 。 
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侠 9-18 3 种 GTP 类似 物 的 化 学 结构 


2.， 转 肽 

转 肽 反应 发 生 在 EF-Tu. GDP 离 开 核 糖 体 之 后 ,由 A 部 位 上 的 氨基 N 亲 核 进攻 位 
于 了 部 位 的 氮 栈 基 或 肽 酰基 ,从 而 形成 肽 键 ( 图 9- 19)。 显 然 ,第 一 次 转 肽 反应 发 生 在 
fMet-tRNAI 与 氨 酰 - tRNA 之 间 , 以 后 的 转 肽 反应 则 发 生 在 肽 酰 - tRNA 和 和 氮 酰 - 
tRNA 之 间 。 
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食 9-19 蛋白 质 合成 过 程 中 的 转 肽 反应 


反应 由 肽 酰 转移 酶 催化 。 该 酶 是 一 种 核 酶 ,主要 证 据 包 括 : 

(1) 还 没有 发 现 一 种 蛋白 质 单独 或 者 与 其 他 蛋白 质 一 起 催化 肽 键 的 形成 。 

(2) 肽 酰 转移 酶 中 心 (peptidyl transferase center,PTC) 是 环绕 23S rRNA 的 结构 域 
V 形 成 的 ,在 翻译 的 时 候 ,2 个 tRNA 的 3- 端 CCA 与 其 相互 作用 。 

(3) 氧 霉 素 可 抑制 肽 酰 转 移 酶 的 活性 ,但 某 些 23S rRNA 序列 发 生 突变 的 菌株 对 这 
种 抗生素 具有 抗 性 。 

(4) 核糖 体 的 三 维 结构 显示 , 肽 酰 转移 酶 的 活性 中 心 仅 由 rRNA 组 成 ,最 近 的 蛋白 
质 离 活性 中 心 还 有 2 nm 距离 太 远 ,因此 不 可 能 参与 催化 。 在 晶体 状态 下 , 肽 键 可 在 活性 
中 心 形成 , 那 时 没有 任何 蛋白 质 存在 或 进入 其 中 。 

(5) 人 工 筛 选 到 的 核 酶 能 催化 肽 键 的 形成 。 

在 这 个 实验 中 ,有 人 从 一 个 由 各 种 随机 序列 组 成 的 RNA 库 中 ,筛选 出 9 种 RNA, 能 催 
化 一 个 被 生物 素 标记 的 氨基 酸 (模拟 了 部 位 的 肽 酰 - tRNA) 与 一 个 连 在 RNA 上 的 氨基 酸 
(模拟 A 部 位 的 氨 酰 - tRNA) 起 反应 ,形成 肽 键 。 催 化 的 速率 比 非 催化 反应 快 10 倍 。 

(6) 碎片 反应 。 

证 明 肽 酰 转移 酶 属于 核 酶 的 最 有 力 证 据 来 自 Harry F. Noller 设计 的 “碎片 "反应 
(fragment reaction) ,Noller 利用 它 来 测定 肽 酰 转移 酶 活性 , 即 : 

CAACCA -fMet 十 味 叭 霉 素 ->CAACCA -OH 二 fMet - 味 叭 霉 素 

其 中 CAACCA-=-fMet 为 fIMet- tRNA 3 -端的 片段 ,fMet 被 5S 标记 。 在 合适 的 
条 件 下 ,碎片 反应 可 由 大 肠 杆菌 的 50S 亚 基 单独 催 化 。Noller 发 现 ,在 使 用 蛋白 酶 K 消 
化 和 SDS 抽 提 后 ,50S 亚 基 仍 然 保 留 20% 一 40 凶 的 肽 酰 转移 酶 活性 ,而 从 一 种 嗜 热 菌 得 
到 的 50S 亚 基 使 用 同样 的 方法 处 理 后 能 保留 80 近 的 肽 酰 转 移 酶 活性 。 然 而 ,如 果 使 用 核 
糖 核酸 酶 T1( 它 只 水 解 G 后 面 的 磷酸 二 酯 键 ,所 以 不 会 水 解 CAACCA) 处 理 , 则 50 亚 基 
的 肽 酰 转移 酶 活性 完全 丧失 。 

进一步 研究 还 表明 ,在 23S rRNA 上 有 1 个 高 度 保守 的 A2451, 其 周围 没有 蛋白质 
它 可 能 直接 参与 催化 。 已 发 现 ,A2451 在 所 有 已 知 的 23S rRNA 中 是 绝对 保守 的 。 
A2451 所 起 的 作用 可 能 在 一 开始 的 时 候 , 充 当 广 义 的 碱 催化 剂 抽 取 氮 酰 - tRNA 在 氨基 
上 的 一 个 质子 ,而 提高 它 对 痰 基 氧 的 亲 核 性 ,随后 再 将 这 个 质子 传 给 从 P 部 位 离开 的 空 
载 tRNA 的 羟基 ,从 而 促进 转 肽 反应 。 

此 外 , 肽 键 的 形成 与 A 部 位 上 RNA 受 体 葵 的 旋转 是 偶 联 的 ,这 样 可 使 得 新 生 肽 链 
能 通过 了 部 位 进入 50 亚 基 上 的 离开 通道 。 
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3. 移 位 

在 转 肽 反应 完成 以 后 ,A 部 位 上 便 是 肽 酰 - tRNA,P 部 位 上 是 空 载 的 尺 NA。 空 载 
的 tRNA 随后 进入 王 部 位 。 与 此 同时 , 移 位 反应 在 EF- G 的 催化 下 发 生 了 ,A 部 位 上 的 
肽 酰 - tRNA 与 结合 的 mRNA 一 起 移动 1 个 密码 子 的 距离 ,为 下 一 轮 进 位 、 转 驮 和 转 位 
的 循环 做 好 了 准备 。 在 移 位 反应 中 , 反 密 码 子 与 密码 子 的 相互 作用 对 于 保持 移 位 反应 的 
精确 性 (只 移 位 1 个 密码 子 ) .防止 ORF 发 生 偏 移 至 关 重 要 。 

EF- G 也 是 一 种 小 G 蛋白 ,其 大 小 .形状 和 电荷 分 布 与 EF - Tu 相似 (图 9-20)。 两 
者 在 与 核 精 体 结合 部 位 的 部 分 重 和 到 导致 它们 无 法 同时 与 核糖 体 结 合 ,只 能 交替 与 核 灶 体 
结合 ,循环 催化 移 位 和 进位 反应 。EF - G。GTP 的 结合 可 能 将 带 有 新 生 肽 链 的 肽 酰 - 
tRNA 从 和 A 部 位 * 推 ?到 了 部 位 ,与 此 同时 , 空 载 的 tRNA 则 从 P 部 位 移 进 入 瑟 部 位 。 因 
为 tRNA 与 mRNA 通过 密码 子 - 反 密 码 子 的 碱 基 配 对 结合 在 一 起 ,因此 mRNA 也 就 随 
之 发 生 移 位 。 在 移 位 过 程 中 ,GTP 并 没有 水 解 ,只 是 在 移 位 完成 以 后 , 核 狂 体 再 次 充当 
EF-G 的 GAP, 导 致 与 EF-G 结 合 的 GTP 水 解 成 为 GDP 和 了 。 一 旦 GTP 水 解 ,EF - 
G 立 刻 释 放 。EF- G 的 释放 是 下 一 轮 肽 链 的 延伸 反应 所 必需 的 ,这 是 因为 EF - G 和 
EF-Tu 不 能 同时 与 核糖 体 结合 ( 图 9-21)。 


tRNA RRF 
食 9- 20 翻译 过 程 中 的 分 子 模拟 


侠 9-21 FEF-Tu 和 EF-G 各自 与 核糖 体 结合 的 相互 排斥 


在 EF-G。 GDP 与 核糖 体 解 离 以 后 ,同样 需要 重新 转变 成 EFE-G. GTP 以 后 ,才能 
进入 下 一 轮 进位 反应 。 对 于 EF - G 而 言 , 这 是 一 个 简单 的 反应 ,因为 与 GDP 相 比 ,GTP 
与 EF-G 的 亲 和 性 更 高 ,而 且 细 胞 内 GTP 浓度 一 般 比 GDP 高 ,所 以 一 旦 GTP 水 解 ， 
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GDP 便 迅 速 释放 。 游 离 的 EF - G 可 迅速 地 结合 另 一 个 GTP 分 子 。 

每 个 细胞 约 含有 20 000 个 EF - G 分 子 , 这 与 核糖 体 的 数目 相近 。EF- G 阻 止 氨 酰 - 
tRNA 以 及 释放 因子 与 A 部 位 的 结合 ,从 而 保证 了 只 有 在 移 位 反应 结束 后 才 可 以 进入 下 
一 轮 循环 。 

在 延伸 阶段 ,多 肽 链 从 离开 通道 离开 核糖 体 。 离 开通 道 十 分 狭 窗 , 多 肽 链 在 里 面 很 
难 发 生 折 和 春 。 

(四 ) 翻译 的 终止 与 核糖 体 的 循环 

翻译 的 终止 是 在 释放 因子 的 帮助 下 完成 的 。 大 多 数 细菌 含有 3 种 释放 因子 , 即 
RF1 、RF2 和 RF3,RF1 识别 UAA 和 UAG,RF2 识别 UAA 和 UGA。RF3 的 作用 是 在 与 
GTP 形 成 复合 物 (RF3。GTP) 以 后 ,促进 RF1 和 REF2 的 作用 (图 9- 22), 因 此 了 RF3 的 缺 
失 突 变 并 不 是 致死 性 的 ,只 会 造成 对 三 个 终止 密码 子 的 误 读 。 但 是 ,支原体 无 RF2, 它 使 
用 UGA 编码 Trp。 
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色 9- 22 细菌 多 肽 链 合成 的 终止 与 释放 


随 着 延伸 反应 的 不 断 进行 ,位 于 ORF 未 端的 终止 密码 子 迟 早 会 进入 A 部 位 ,由 于 缺 
乏 相 应 的 氮 酰 - tRNA 的 结合 ,RF1 或 RF2 便 “ 有 机 可 乘 ”,RF 的 作用 方式 是 将 自己 “ 扮 
成 " 氨 酰 - tRNA, 在 核糖 体 的 协助 下 ,促进 H:O 进攻 酯 键 , 导 致 肽 链 的 释放 。 

RF1、RF2 与 古 菌 和 真 核 生物 的 RF 在 结构 上 并 不 同 源 ,但 都 有 一 个 序列 模 体 ,就 是 
Gly-Gy-Glmn (GGQ) 三 肽 序列 。 这 种 模 体 对 于 细菌 . 古 菌 和 真 核 生物 来 说 ,都 是 必 不 可 
少 的 。 大 肠 杆 菌 REF2 的 晶体 结构 和 冷冻 电镜 观察 结果 表明 ,RF2 在 与 核糖 体 结合 的 时 
候 ,与 核糖 体 上 肽 酰 转移 酶 的 活性 中 心 一 起 形成 一 个 紧凑 的 催化 口袋 。 其 中 ,23S rRNA 
内 高 度 保守 的 A2602 很 可 能 参与 稳定 GGQ 模 体 ,一 个 作为 底 物 的 水 分 子 与 肽 酰 - tRNA 
末端 A76 的 2- OH 和 Q 配 合 ,对 肽 酰 - tRNA 中 的 痰 基 C 展开 亲 核 进攻 ,导致 酯 键 的 水 
解 和 肽 链 的 释放 。 一 般 认 为 , 正 是 RF 的 GGQ 模 体 进 入 了 肽 酰 转移 酶 的 活性 中 心 , 才 诱 
发 了 肽 酰 - 了 RNA 的 水 解 。 已 发 现 ,细菌 RF 在 GGQ 模 体内 的 Q 可 发 生 甲 基 化 修饰 , 抑 
制 Q 的 甲 基 化 可 降低 REF 终止 释放 的 活性 。 

多 肽 链 释放 以 后 ,mRNA 和 空 载 RNA 还 短暂 地 结合 在 70S 核糖 体 上 ,但 在 RRF 和 
EF-G，GTP 的 作用 下 ,它们 最 终 与 核糖 体 解 离 。RRF 是 细菌 翻译 必需 的 蛋白 质 因子 ， 
其 作用 方式 与 EF- Tu 和 HEF-G 一 样 ,通过 模拟 了 NA 形状 与 核糖 体 上 的 耻 NA 结合 位 


点 结合 。 
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Box 9-2 ”改造 大 肠 杆菌 的 编码 系统 


不 少 人 质疑 基因 工程 的 安全 性 ,原因 之 一 就 是 一 些 经 过 人 工 改 造 的 基因 可 能 会 逃 
途 到 自然 环境 中 去 ,造成 生态 危机 ,或 者 威胁 人 类 健康 。 这 一 问题 存在 的 根本 原因 是 
遗传 密码 的 通用 性 ,几乎 所 有 生物 都 使 用 相同 的 编码 系统 ,使 得 同一 个 基因 可 以 在 不 
同 物 种 中 表达 ,这 也 是 人 类 能 够 用 大 肠 杆 菌 生 产 人 的 胰岛 素 , 或 是 在 烟草 中 合成 对 抗 
挨 博 拉 病 毒 的 抗体 的 基石 。 

以 往 的 应 对 手段 往往 是 让 转基因 生物 具有 某 种 营养 缺陷 ,只 能 在 人 为 添加 必要 营 
养 成 分 的 环境 下 生存 。 然 而 ,这 种 应 对 措施 是 极 易 被 攻破 的 ,生物 可 以 通过 从 外 界 获 
取 营 养 、 回 复 突 变 或 横向 的 基因 转移 (horizontal gene transfer) 来 克服 障碍 。 哈 佛 大 学 
的 George Church 和 取 鲁 大 学 的 Farren Isaacs 则 致力 于 改造 转基因 生物 的 编码 系统 ， 
使 得 自然 界 通用 的 编码 系统 无 法 兼容 它们 的 遗传 信息 ,有 效 控制 了 人 造 基因 的 逃逸 。 

2013 年 10 月 ,他 们 在 Scienrce 上 发 表 两 篇 题 为 “Genomically recoded organisms 
expand biological funetionms” 和 “Probing the limits of genetic recoding in essential genes” 
的 论文 ,介绍 了 一 种 初步 改造 的 编码 系统 。 改 造 的 落脚 点 在 于 遗传 密码 的 宛 余 性 。 例 
如 ,UAA.UAG 和 UGA 都 是 终止 密码 子 , 并 且 不 编码 氨基 酸 , 既 然 功 能 相同 ,它们 之 
闻 就 是 可 以 替代 的 。 因 此 ,首先 利用 多 重 自动 化 基因 组 工程 (multiplex automated 
genome engineering,MAGE) 技 术 ,将 大 肠 杆 菌 MG1655- 菌株 基 因 组 中 的 321 处 UAG 
密码 子 全 部 换 成 了 UAA, 然 后 再 将 识别 UAG 密码 子 的 翻译 终止 因子 RF1 从 系统 中 
删 去 ,这 样 ,原来 需要 终止 翻译 的 位 点 并 不 受到 影响 ,同时 UAG 不 再 是 一 种 终止 密码 
子 , 而 可 以 被 人 为 地 赋 耶 新 的 含义 。 研 究 者 通过 引入 特殊 的 氨 酰 - tRNA 合成 酶 ,编码 
含 AUC 反 密码 子 并 且 携 带 非 标准 氨基 酸 (horistandard amino icid) 的 氨 酰 谎 NA, 将 
UAG 从 一 种 不 编码 气 基 酸 的 无 义 密 码 子 变 成 了 一 种 编码 非 标准 氨基 酸 的 有 义 密码 
子 。 这 样 一 种 重 编码 的 生物 (genomiceally recoded organisms，GRO) 可 以 在 伏 因 的 层面 
与 其 他 自然 界 的 生物 隔离 开 来 ,即使 发 生 了 横向 的 基因 转移 ,这 些 基因 也 不 能 被 正确 
的 翻译 ,无 法 产生 具有 相应 功能 的 蛋 和 白质, 因而 能 够 有 效 控制 基因 的 亚 饮 5 

2015 年 1 月 21 日 ,Church 和 Jsaacs 又 分 别 在 Natzire 上 发 表 了 题 为 “Biocontainment 
of genetically modified organisms by Synthetic protein design” 和 “Recoded organisms 
engineered to depend on Synthetic amino acids” 的 论文 报道 了 这 一 安全 系统 的 升级 。 
他 们 通过 计算 和 预测 将 改造 过 的 TAG 编码 的 非 自 然 氨基 酸 , 引 入 一 些 在 转录 或 翻译 
过 程 中 具有 重要 功能 的 基因 的 特定 位 点 上 ,最 后 节选 出 了 和 种 必须 人 工 添加 自然 界 所 
没有 的 合成 氨基 酸 才 能 存活 的 营养 缺陷 型 菌株 。 这 种 菌株 在 MurG、DiaA 和 和 SerS 三 
种 重要 蛋白 质 基 因 的 保守 位 点 上 含有 TAG, 在 人 工 添 而 非 标准 氨 基 酸 的 环境 下 长 可 
以 正常 生长 ,并 且 标 殖 到 1011 个 细胞 后 仍 检测 不 到 逃 选 ,这 是 目前 美国 NIH 所 建议 
限制 的 微生物 逃 饮 概率 的 万 分 之 一 ,安全 性 得 到 了 显著 的 提升 。 

事实 上 ,这 种 技术 的 意义 远 不止 于 转基因 安全 。 不 兼容 的 编码 系统 还 能 够 让 病毒 
的 基因 无 法 在 细菌 体内 正常 表达 ,从 而 显著 提高 了 基因 工程 菌 对 病毒 的 抵抗 力 。 更 重 
要 的 是 ,人 们 开始 尝试 重新 认识 和 设计 生物 的 遗传 编码 系统 ,更 多 全 新 的 蛋 和 白质 将 被 
合成 ,这 也 许 预示 着 人 工 生命 时 代 的 到 来 。 


二 \ 真 核 生物 的 细胞 质 翻 译 系统 


真 核 生物 的 细胞 质 翻 译 系统 与 细菌 具有 许多 共同 的 特征 ,但 也 有 以 下 几 个 重要 的 差别 : 

(1) 核糖 体 的 沉降 系数 为 80S, 比 细菌 大 。 

(2) mRNA 模板 的 结构 差别 很 大 ,通常 是 单 顺 反 子 , 有 帽子 和 多 聚 A 尾巴 ,但 没有 也 
不 需要 SD 序列 。 


(3) 转录 和 翻译 在 时 空 上 分 离 ,分 别 发 生 在 细胞 核 和 细胞 质 , 两 者 不 存在 偶 联 关系 。 
(4) 起 始 tRNA 不 进行 甲 酰 化 ,也 不 能 进行 甲 酰 化 。 

(5) 只 能 使 用 AUG 为 起 始 密码 子 ,而 且 识 别 起 始 密码 子 的 机 制 也 完全 不 同 。 

(6) 起 始 阶段 不 仅 消 耗 GTP, 还 消耗 AITP。 

(7) 起 始 因子 的 种 类 繁多 、 结 构 更 为 复杂 。 

(8) 肽 链 延 伸 的 速度 低 于 细菌 ,大 概 是 每 秒 钟 参 人 2 个 氨基 酸 。 

(9) 只 有 2 种 释放 因子 。 

(10) 对 抑制 剂 的 敏感 性 不 同 。 

(一 ) 氨基 酸 的 活化 

此 阶段 的 反应 与 细菌 翻译 系统 没有 什么 差别 ,所 不 同 的 是 起 始 氨 酰 - t 攻 NACMet - 


tRNAe ) 并 不 进行 甲 酰 化 。 


(二 ) 翻译 的 起 始 
真 核 生 物 翻译 的 起 始 可 分 为 四 个 阶段 的 反应 (图 9 - 23) ,每 一 个 阶段 都 需要 特定 的 


第 九 章 ， 蛋 白质 的 生物 合成 


起 始 因子 ( 表 9-9)。 


表 9- 9 真 核 生 物 参与 翻译 的 起 始 因子 、 延 伸 因 子 和 终止 因子 (大 小 单位 是 kDa) (GE 体 认为 表 中 哪 一 种 


蛋白 质 的 特异 性 抑制 剂 有 可 
能 成 为 一 种 新 的 抗 真菌 药物 ? 


elIF1 15 “促进 起 始 复合 物 的 形成 Sij 国 
eIF1A- 17 稳定 Met- RNA 与 40S 核糖 体 的 结合 二 让 浊 
elF2 一 125 ,依赖 于 GTP 的 Met- tRNA 与 40S 亚 基 的 结合 
as- 1 36 受到 磷酸 化 的 调节 ， 
B- 38、 结合 Met- tRNA 
7 -55 ”结合 GTP 和 Met-tRNA- 3 
elF2B 一 ,270 “促进 eIE2 分 子 上 乌 蔡 酸 的 交换 “ 
& 26 
B 39- 结合 GTP 
六 58 绪 合 ATE 
$ 67 二 结合 ATP 
E 82 受到 磷酸 化 的 调节 
aiF2C 虹 稳定 ef2 .GTP.。Met- 训 NA 三 元 复合 物 
550 ”促进 核糖 体 的 解 离 ,促进 Met- tRNA: 和 mRNA 与 40S 亚 基 的 
结合 
天 中 35 1 
3 
P40 40 
pt ， 址 
BT 
p66 66 
pll15” .115 结合 RNA 
pl170 ，170 ”主要 的 磷酸 化 亚 基 习 
elF3A 24 ”促进 80S 核糖 体 的 解 离 ,结合 60S 亚 基 
elF4A 46 ”结合 RNA;ATP 酶 ;RNA 解 链 酶 ;促进 mRNA 结合 40S 亚 基 
elIF4B “ 80 “结合 mRNA; 促 进 RNA 解 链 酶 活性 和 mRNA 与 40S 亚 基 的 结合 
elF4E 25 结合 mRNA 的 帽子 结构 
elF4G 153.4 结合 eIF4A、seIE4E 和 elIF3 
eIF4F 结合 mRNA 帽子 结构 ;RNA 解 链 酶 ;促进 mRNA 


361 


362 


在 


助 因子 亚 基 


大 小 “功能 一 


( 续 表 ) 


elIF4E 二 elIF4A 十 elIF4G 结合 40S 亚 基 
eIF5 48.9 “促进 eIF2 的 GTP 酶 活性 
eEF1 a 51 结合 氢 酰 RNA, 促 进 氮 酰 让 NA 的 进位 
B/7 487/30 
eEF2 95 促进 移 位 
二 1 页 只 存在 于 真菌 ,能 结合 并 水 解 ATP, 促 进 空 载 的 tRNA 从 瑟 部 
e 上 S 
位 释放 ,从 而 刺激 氨 酰 -tRNA 进入 A 部 位 
eRF1 识别 三 个 终止 密码 子 
eREF3 具有 GTP 酶 活性 
PABP 结合 polyA 尾巴 ,与 eIF -4G 相互 作用 攻 
汪汪 IRNA mRNA 605 eRFI 和 eRF3 
枚 站 六 IF2 三 元 复合 物 | 
GTP elF< 二 开 县 全 
的 形成 40S 1. 核 义 体循环 本 
7 3 43S 复 合 物 的 形成 一 
MeriRNAY az | ai 咎 
IF4G 一 可 叶 8 
elF4F | S telFy4A gjF3 二 本 - 时 43S 预 起 始 复合 物 终止 后 复合 物 
才 4 .mRNA 的 激活 40S 
_ 一 eRFI 
人 elF4B 二 & 总 60S 人 BRP3 
5 全 一 AUGREeUGA 一 人 八 矿 太 Ga9、 6 
| mrG 人 人 s_ mRNA 的 结合 一 一 wasesUGA 一 -| 
AAATRDepi 二 PP 
大 上 AAA 40S AA 
PABP 民 eem 4 人 
2 司 通 0 PABP 
人 40S 
信和 AAAA 一 
拉 核糖 体 扫描 
_ GTP 估 止 
-省 上 让 
一 EN AUGm 7 和 
人 40S 
ARARATAR 
7 起 始 密码 子 的 识别 : 
elF2 结 合 的 GTP 的 水 解 ， 
GTP 
上 KK9 司 AUGisssssssmm 一 : 
EN 全 | |48s 起 始 复合 物 下 介 
AA 。 
AA AA AA 站 才 
小 一 elIF2 GDP 
-GDB ; 
2 ,全 iDAUGksjss==ena 1 
ATE P A \ 
405 | | 
AAAAA:AN -一 一 
8. 大 亚 基 的 加 入 一 些 
60S +elFsB 于 GTP 起 始 因子 的 释放 证 80S 起 始 复合 物 
EEC | 生 al 一 一 一 
一 elF3 
8 ji 全 8 9 与 elF5B 结 合 的 GTP 的 水 解 “8 | 
0 ESB 和 eIF1A 的 释放 AT 
下 P 入 和 E P A A 
40S AA 由 E58 40S AA 
人 alFlALSpP 人 
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1. mRNA 的 准备 和 检查 

由 于 真 核 系统 的 mRNA 要 经 历 复 杂 的 后 加 工 , 所 以 翻译 系统 首先 需要 对 mRNA 进 
行 检查 ,以 确保 只 有 加 工 完 好 的 mRNA 才能 被 用 作 模 板 。 参 与 这 一 步 反 应 的 起 始 因子 
为 eIF4 系列 ,其 中 eIF4E 为 帽子 结合 蛋白 ,专门 与 mRNA5 -端的 帽子 结合 。eIF4G 则 是 
一 种 接头 分 子 (adapter molecule) , 既 能 与 eIF4E 结合 ,又 能 与 结合 在 3 - 端 尾巴 上 的 
PABPC 结合 .还 能 结合 eIF3 ,使 mRNA 的 两 端 在 空间 上 相互 靠近 而 成 环 ( 图 9- 24)。 
mRNA 的 环 化 能 很 好 地 解释 为 什么 多 聚 A 尾巴 可 提高 翻译 的 效率 :一 旦 核糖 体 完 成 翻 
译 通 过 成 环 的 mRNA, 新 释放 的 核糖 体 亚 基 所 处 的 位 置 恰到好处 ,可 在 同一 个 mRNA 分 
子 上 重新 启动 翻译 。 在 哺乳 动物 中 ,PABPC 结合 到 一 种 可 以 与 eIF4A 结合 的 mRNA 结 
合 蛋白 一 --PAIP-1 上 ,这 可 加 强 mRNA 5 - 端 和 3- 端的 相互 作用 ,有 助 于 核糖 体 识别 
并 结合 到 mRNA 的 5 - 端 。 一 些 翻 译 调控 因子 可 以 直接 结合 到 mRNA 的 3- UTR, 与 其 
他 翻译 起 始 因子 或 者 40S 核糖 体 亚 基 相 互 作用 ,干扰 mRNA 5'- 端 和 3'- 端 的 相互 作用 ， 
从 而 减缓 或 者 阻止 mRNA 的 翻译 。 


.六 必 色 一 
ONNNAAN AAA is 
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eIF-4G 与 PABPC 的 结合 不 仅 保 证 了 只 有 成 熟 完整 的 mRNA 才 被 翻译 ,还 将 其 他 
起 始 因子 招募 进来 。 例 如 ,eIF4A 和 eIF4B。eIF4A 是 一 种 依赖 于 ATP 的 RNA 解 链 酶 ， 
负责 破坏 mRNA 在 5 -端的 二 级 结构 ,以 暴露 出 起 始 密码 子 ,为 核糖 体 的 扫描 清除 障碍 ， 
而 eIF4B 是 一 种 RNA 结合 蛋白 ,其 功能 是 刺激 eIF4A 的 解 链 酶 活性 。eIF4F 实际 上 是 
帽子 结合 蛋白 eaIF4E、 依 赖 于 ATP 的 解 链 酶 IF4A 和 eIF4G 的 复合 物 , 这 三 种 蛋白 之 间 


的 相互 作用 加 强 了 eIF4E 与 mRNA 帽子 结构 的 结合 。 
2. Met -tRNAM 与 核糖 体 40S 小 亚 基 的 结合 
参与 这 一 步 反 应 的 起 始 因子 有 eIF1、eIF2 、eIF3、 

eIFI1A 和 elIF5。 其 中 ,eIFl 相当 于 细菌 的 IF1;eIF2 相 

当 于 细菌 的 IF2 ,负责 识别 和 结合 Met - tRNAIN ;elIF3 

与 40S 小 亚 基 结合 ,可 阻止 它 与 60S 大 亚 基 的 结合 ; 

elIF5 激活 eIF2 的 GTP 酶 活性 。eIF1A 与 40S 小 亚 基 

结合 ,封闭 A 部 位 ,防止 起 始 tRNA 与 核糖 体 不 正确 的 

结合 ,迫使 aIF2. GTP 招募 Met - tRNA 以 后 只 能 与 

P 部 位 结合 (图 9- 25)。elIF2. GTP 与 Met- tRNA 图 9-25 Met- tRNA 与 核糖 体 

结合 以 后 ,再 与 eIF1。eIF3。eIF5 结合 ,最 后 一 起 与 40S 小 亚 基 的 结合 

40S 亚 基 结 合 形成 43S 预 起 始 复合 物 。 
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3. 43S 预 起 始 复合 物 与 mRNA 复合 物 结合 通过 扫描 发 现 起 始 密码 子 

在 翻译 起 始 阶段 , 真 核 生物 的 核糖 体 小 亚 基 识 别 起 始 密码 子 的 机 制 与 细菌 完全 不 
同 :细菌 的 30S 小 亚 基 通 过 16S rRNA3 -端的 反 SD 序列 与 mRNA 上 SD 序列 的 互补 配 
对 ,直接 识别 起 始 密码 子 , 而 真 核 生物 需要 通过 “扫描 机 制 ? 发 现 起 始 密码 子 (图 9- 26)。 
根据 “扫描 模型 ”(the scanning model) , 真 核 生 物 的 40S 小 亚 基 在 结合 起 始 tRNA 以 后 ， 
首先 识别 mRNA 在 5 -端的 帽子 结构 ,然后 向 另 一 端 进行 扫描 。mRNA 在 5 -端的 每 一 
个 密码 子 都 会 受到 来 自 起 始 RNA 上 反 密 码 子 的 扫描 ,直至 发 现 起 始 密码 子 。 在 扫描 的 
过 程 中 ,核糖 体 可 以 解 开 稳定 性 小 于 126 kj 的 二 级 结构 ,但 是 稳定 性 更 高 的 发 夹 结构 则 
能 阻止 核糖 体 的 移动 。 当 核糖 体 移动 到 起 始 密码 子 AUG 的 地 方 就 停 下 来 ,通常 以 遇 到 
的 第 一 个 AUG 为 起 始 密码 子 , 但 是 AUG 本 身 并 不 足以 阻止 移动 ,AUG 必须 在 一 个 适 
当 的 环境 中 才能 被 有 效 识别 ,其 中 涉及 的 一 致 序列 为 (gcc) gceReccAUGG, 这 段 序列 也 称 
为 Kozak 序列 。 这 里 大 写 的 碱 基 为 高 度 保守 的 ,小 写 的 为 常见 的 碱 基 , 括 号 里 碱 基 的 重 
要 性 并 不 确定 ,R 代表 可 以 是 味 叭 或 喀 啶 。 如 果 5 - UTR 比较 长 ,在 第 一 个 40S 亚 基 离 
开 起 始 位 点 之 前 , 另 一 个 40S 亚 基 可 以 识别 mRNA 的 5 - 端 , 从 而 在 5 - UTR 到 起 始 密 
码 子 之 间 可 能 结合 有 多 个 核糖 体 亚 基 。 


5 人 DO ER A，。 mRNA 
Met 起 始 因 也 
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登 9-26 真 核 翻 译 系统 发 现 起 始 密码 子 的 扫描 机 制 


如 果 第 一 个 AUG 所 处 的 环境 不 好 , 即 与 一 致 序列 差别 较 大 ,40S 核糖 体会 漏 过 它 ， 
而 选用 下 游 处 于 更 好 环境 中 的 AUG, 这 样 的 扫描 被 称 为 遗漏 扫描”(the leaky scanning) 
(图 9-27(1))。 例 如 ,如 果 喀 啶 碱 基 占 据 一 3 或 十 4, 则 Met- tRNA .40S 复合 物 通常 
会 漏 过 此 AUG ,继续 扫描 ,直到 发 现 新 的 AUG。1985 年 ,Morle 等 人 报道 了 一 种 -地 中 
海 贫血 (thalassemia) ,其 病因 是 w - 珠 蛋 白 基 因 在 起 始 密码 子 周围 的 序列 从 ACCAUGG 
变 成 了 CCCAUGG ,致使 它 的 翻译 效率 大 为 降低 。 

“遗漏 扫描 ”广泛 用 于 病毒 ,这 可 能 有 助 于 它们 更 经 济 地 利用 其 编码 空间 。 例 如 ， 
HIV -1 衣 壳 蛋白 (ENV) 的 起 始 密码 子 的 识别 就 是 通过 “遗漏 扫描 ?发现 的 。 尽 管 在 它 
的 上 游 还 有 一 个 AUG, 但 处 于 不 好 的 环境 之 中 ,这 一 个 AUG 是 一 种 辅助 蛋白 Vpu 的 起 
始 密码 子 。Vpu 与 ENV 的 起 始 密码 子 不 在 同一 个 ORF。 于 是 ,正常 扫描 发 现 的 是 Vpu 
的 起 始 密码 子 ,而 “遗漏 扫描 ”发 现 的 是 ENYV 的 起 始 密码 子 。 但 由 于 ENYV 的 起 始 密码 子 
处 于 更 好 的 环境 之 中 ,所 以 “遗漏 扫描 ”的 机 会 更 多 ,这 样 就 可 以 翻译 出 需要 量 多 的 衣 帝 
蛋白 ,相反 ,Vpu 需要 的 不 多 ,这 刚好 与 其 起 始 密码 子 识别 效率 不 高 相 一 致 。 


扫描 模型 还 认为 ,如 果 40S 亚 基 遇 到 5- UTR 内 的 发 夹 结 构 ,不 是 跳 过 去 ,而 是 通过 
特定 起 始 因子 的 解 链 酶 活性 将 其 " 熔 解 ”>。 然 而 ,已 发 现 某 些 病毒 (如 CaMV)mRNA 在 翻 
译 的 时 候 ,40S 亚 基 若 遇 到 阻止 扫描 过 程 的 强 二 级 结构 即 发 生 跳 跃 , 跳 过 一 大 段 包 括 
AUG 在 内 的 序列 ,然后 在 其 下 游 继 续 扫描 ,直至 找到 合适 的 起 始 密码 子 ( 图 9- 27(2) )。 

扫描 模型 还 有 一 种 情形 ,就 是 一 个 mRNA 含有 大 小 两 个 ORF: 小 的 在 前 ,其 起 始 密 
码 子 离 5 - 端 最 近 , 能 通过 正常 的 扫描 机 制 发 现 ;大 的 在 后 ,其 起 始 密码 子 在 小 ORF 终止 
密码 子 之 后 。 这 时 就 需要 通过 重启 机 制 (the reinitiation mechanism) 启 动 下 游 ORF 的 翻译 。 
该 机 制 认为 , 当 第 一 个 ORF 翻译 完成 以 后 ,40S 亚 基 并 没有 离开 mRNA, 而 是 恢复 扫描 , 直 
至 发 现 第 二 个 ORF 的 起 始 密码 子 , 然 后 重新 启动 第 二 个 ORF 的 翻译 (图 9- 27(3) )。 

在 扫描 中 ,起 始 NA 通过 反 密 码 子 /密码 子 的 碱 基 配 对 进行 校对 以 发 现 AUG， 
eIF2 的 GTP 酶 活性 充当 计时 器 ,允许 校对 有 足够 的 时 间 。 少 数 情况 下 ,核糖 体 可 以 识别 
位 于 5- UTR 的 AUG-, 并 起 始 翻译 ,但 会 在 真正 的 起 始 密码 子 之 前 终止 翻译 ,然后 核糖 
体 继 续 扫 描 。 


(1) 
四 mw 
遗漏 扫描 Cd03) 


(3) 
1 | C03) -mw 
重启 扫描 
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几乎 所 有 的 细胞 质 mRNA 和 病毒 mRNA 都 有 5 一 帽子 结构 ,这 是 扫描 机 制 发 现 起 
始 密码 子 的 必需 条 件 。 但 是 少数 病毒 mRNA( 如 兰 散 灰质 炎 病 毒 ) ,没有 帽子 结构 ,就 需 
要 通过 其 他 途径 识别 起 始 位 点 。 对 于 这 些 病 毒 mRNA 来 讲 ,40S 亚 基 直接 与 其 内 在 的 核 
糖 体 进入 位 点 (Cinternal ribosome entry site,IRES) 结 合 , 完 全 避 开 5- UTR 的 任何 AUG 
密码 子 。 

IRES 序列 最 早 在 细小 RNA 病毒 中 发 现 , 这 类 病毒 感染 笨 主 细胞 后 ,可 以 破坏 帽子 
结构 ,抑制 起 始 因子 与 帽子 的 结合 ,从 而 抑制 宿主 细胞 的 蛋白 质 合 成 ,而 病毒 本 身 的 
mRNA 依赖 于 IRES 仍然 可 以 起 始 翻 译 , 因 此 了 RESs 对 于 细小 RNA 病毒 而 言 十 分 重要 
(图 9-28)。 

有 的 IRES 在 其 上 游 边 界 包 含 了 AUG 起 始 密码 子 ,40S 亚 基 直接 与 起 始 密码 子 结 
合 ; 有 的 IRES 位 于 AUG 上 游 100 个 核 苷 酸 位 置 ,也 需要 40S 亚 基 通 过 扫描 识别 起 始 密 
码 子 。 

通过 内 部 进入 的 翻译 起 始 需 要 除 eIF4E 以 外 的 所 有 起 始 因子 ,其 中 的 eIF4G 可 以 直 
接 作 用 于 IRES, 也 可 能 通过 细胞 内 的 耻 ES 结合 蛋白 或 IRES 反 式 作用 因子 (CIRES 
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人 9-28 细小 RNA 病毒 所 使 用 的 IRES 介 导 的 起 始 密码 子 的 识别 


transacting factors,ITAPF)7 间 接 作 用 。 结 合 在 了 RES 的 eIF4G 再 将 eIF3 和 40S 亚 基 招 募 
攻 于 5 

除了 一 些 病毒 mRNA 使 用 下 ES 识别 起 始 密码 子 以 外 ,近年 来 ,有 人 发 现 真 核 生物 
一 些 mRNA 自 带 了 IRES, 在 需要 的 时 候 可 以 用 来 识别 起 始 密码 子 。 例 如 , 单 倍 体 酵 母 
细胞 在 遇 到 葡萄 糖 饥 饿 的 时 候 , 会 大 幅度 下 调 细 胞 内 大 多 数 mRNA 的 翻译 ,但 参与 侵袭 
性 生长 (invasive-growth) 的 mRNA 则 翻译 水 平 上升。 被 下 调 的 mRNA 因 脱 帽 难于 识别 
起 始 密码 子 ,但 许多 与 侵袭 性 生长 有 关 的 mRNA 含有 较 长 的 5- UTR, 其 中 有 潜在 的 
IRES ,在 脱 帽 以 后 ,还 可 引导 核糖 体 从 内 部 去 识别 起 始 密码 子 , 这 样 可 以 摆脱 对 帽子 结 
构 的 依赖 。 

4 60S 亚 基 的 结合 与 起 始 因子 的 释放 

一 旦 起 始 密码 子 被 识别 ,在 eIF5 帮助 下 与 eIF2 结合 的 GTP 被 水 解 成 GDP 和 了 P,。 

与 eIF2 结合 的 GTP 的 水 解 促 使 绝 大 多 数 起 始 因子 的 释放 ,同时 促成 eIF5B 的 GTP 
酶 活性 中 心 的 组 装 。 于 是 ,GTP 受到 eIF5B 的 水 解 成 为 检查 翻译 起 始 复合 物 是 和 否 正 确 装 
配 的 最 后 一 道 程序 。 一 且 与 eaIF5B 结合 的 GTP 被 水 解 ,还 留 在 40S 亚 基 上 的 起 始 因子 
立刻 释放 。 随 后 ,60S 亚 基 加 入 ,形成 完整 的 翻译 起 始 复合 物 。 

释放 出 来 的 eIF2. GDP 必须 再 生成 eIF2。GTP 以 后 ,才能 进入 下 一 轮 翻 译 的 起 始 。 
eIF2B 充 当 eIF2 的 GEF ,促进 细胞 质 中 的 GTP 取代 和 eIF2 结合 的 GDP。 

(三 ) 肽 链 的 延伸 

真 核 翻译 系统 在 第 三 个 阶段 的 反应 也 是 不 断 地 经 历 进位 、 转 肽 和 移 位 的 循环 (图 9 - 
29), 只 是 由 eEFl1 代替 了 细菌 系统 中 的 EFE -Tu 和 EF=-Ts,eEFlc 和 eEF187 分 别 相当 
于 EF-Tu 和 EF-Ts,eEF2 代替 了 EF-G, 肽 酰 转移 酶 仍然 属于 核 酶 , 即 它 的 活性 由 大 
亚 基 上 的 rRNA 提供 。 真 菌 还 需要 第 三 种 延伸 因子 一 一 eEF3,eEF3 的 功能 是 促进 空 载 
的 tRNA 从 王 部 位 释放 ,从 而 刺激 氨 酰 -tRNA 进入 A 部 位 ,这 种 功能 依赖 于 它 的 ATP 
酶 活性 水 解 ATP。 

(四 ) 翻译 的 终止 和 核糖 体 的 循环 

真 核 细胞 质 翻译 系统 第 四 个 阶段 的 反应 与 细菌 也 很 相似 ,但 只 有 2 个 释放 因子 参 
与 。eRF1 能 识别 3 种 终止 密码 子 , 其 作用 机 制 与 细菌 的 RF1、RF2 一 样 , 通 过 模拟 tRNA 
的 结构 来 起 作用 。eRF1 由 三 个 不 同 的 结构 域 组 成 :N 端 结构 域 。 此 结构 域 在 远 端 有 一 
个 环 , 环 上 有 一 段 高 度 保守 的 NIKS 模 体 ,可 通过 类 似 于 密码 子 - 反 密码 子 的 相互 作用 识 
别 终止 密码 子 ,另外 还 有 一 段 YxCxxxF 模 体 对 终止 密码 子 的 识别 也 有 所 贡献 ;中 央 结 构 
域 在 功能 上 类 似 于 tRNA 的 受 体 葵 ,可 深入 到 肽 酰 转移 酶 活性 中 心 内 促进 肽 链 的 释放 。 
与 细菌 RF1 和 RF2 相似 ,这 个 结构 域 含有 通用 保守 的 GGQ 模 体 , 为 肽 酰 tRNA 的 水 解 
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所 必需 。 此 外 ,在 eRF] 与 eRF3 结合 的 时 候 , 此 结构 域 还 与 eRF3 的 GTP 酶 活性 结构 域 
有 接触 ;C 端 结构 域 。 此 结构 域 负责 与 eREF3 的 结合 ,因为 eRF1 单独 不 能 作用 ,需要 和 
eRF3 形成 异 源 二 聚 体 。eRF3 也 是 一 种 小 G 蛋白 ,其 功能 相当 于 细菌 中 的 RF3。 
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侠 9-30 真 核 生 物 细胞 质 翻 译 系统 翻译 的 终止 和 核糖 体 的 循环 


在 翻译 的 终止 阶段 (图 9-30),eRF1 和 eRF3 的 作用 协调 一 致 ,以 保证 终止 密码 子 的 
有 效 识别 和 肽 链 的 快速 释放 。 对 人 和 酵母 全 长 的 eRF1 与 缺少 GTP 酶 结构 域 的 eRF3 
形成 的 复合 物 晶体 结构 的 研究 显示 (图 9- 31) ,它们 在 结合 以 后 ,eRF1 的 构象 会 发 生 显 
著 的 变化 ,致使 eRF1 在 外 形 上 更 像 一 个 tRNA 分 子 , 同 时 ,eRF1 与 eRF3 有 接触 的 中 央 
结构 域 可 刺激 eRF3 的 GTP 酶 活性 。 尽 管 真 核 生 物 eRF1 在 折 县 的 样式 与 细菌 的 RF1 
和 RF2 并 不 相同 ,但 在 功能 上 是 相同 的 ,因此 在 与 核糖 体 结合 的 时 候 , 其 GGQ 模 体 在 核 
糖 体 上 的 定位 与 细菌 RF 1 和 RF2 相似 。eRF1 也 是 通过 这 个 部 分 进入 肽 酰 转移 酶 的 活 
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性 中 心 ,诱发 了 肽 酰 - tRNA 的 水 解 。 已 发 现 , 酵 母体 内 的 eRF1 在 GGQ 模 体内 的 Q 也 
发 生 了 甲 基 化 修饰 。 


GGQ tRNA eRF1 


中 央 结 构 域 C 端 结构 域 


N 端 结构 域 反 密码 子 茎 N 端 结构 域 
侠 9-31 eRF1 与 eRF3 结合 前 后 在 三 维 结构 上 的 变化 


核 灶 体 循环 是 上 一 轮 翻译 的 最 后 一 步 , 也 可 视 为 下 一 轮 翻 译 的 第 -一 步 。 真 核 生 物 这 
一 步 反 应 的 机 制 与 细菌 完全 不 同 。 真 核 生 物 需要 的 是 ABC 类 的 ATP 酶 ABCE1 ,旧称 核 
糖 核酸 酶 世 抑 制剂 1(RNase L inhibitor 1,Rlil ) :一 旦 结合 ATP,ABCEI1 即 发 生 构象 的 
变化 ,从 开放 的 构象 变 成 紧 紧 “ 抱 住 ">ATP 的 封闭 的 构象 .这 直接 驱动 了 核糖 体 的 解体 和 
eRF1 的 释放 。ATP 水 解 并 非 是 核糖 体 解体 必需 的 ,但 却 是 ABCE1 离开 核糖 体 小 亚 基 
并 进入 下 一 轮 循环 所 需要 的 。 


三 、 细 胞 器 翻译 系统 


线粒体 和 叶绿体 属于 两 种 半 自 主 细胞 器 ,在 它们 的 基质 内 不 仅 发 生 DNA 复制 、 转 
录 , 还 进行 翻译 。 细 胞 器 翻译 系统 似乎 与 细菌 更 为 相似 ,无 论 是 核糖 体 的 组 成 和 结构 ,还 
是 参与 起 始 、 延 伸 .终止 和 核糖 体循环 反应 的 各 种 辅助 性 蛋白 质 因 子 , 或 者 对 抑制 剂 的 敏 
感性 都 类 似 于 细菌 。 但 是 ,两 种 细胞 器 翻译 系统 也 各 有 自己 特有 的 性 质 。 

以 线粒体 为 例 ,有 人 对 大 肠 杆菌 翻译 系统 和 线粒体 翻译 系统 的 某 些 成 分 进行 互 换 实 
验 , 结 果 表 明 大 肠 杆 菌 的 tRNA 在 线粒体 翻译 系统 仍 有 功能 ,而 线粒体 翻译 系统 的 辅助 
蛋白 因子 也 可 在 大 肠 杆菌 系统 中 起 作用 ,这 说 明 这 两 套 翻译 系统 在 功能 上 是 等 同 的 。 

至 于 线粒体 与 细菌 在 翻译 系统 的 差别 主要 表现 在 以 下 几 个 方面 :(1) 与 大 肠 杆菌 的 
核糖 体 相 比 , 线 粒 体 核糖 体内 的 rRNA 含量 减少 了 一 半 , 但 蛋白 质 含量 却 有 所 增加 ;(2) 
遗传 密码 出 现 大 量 例外 ;(3) 伴随 着 密码 子 使 用 的 差异 , 它 的 慌 NA 种 类 和 发 生化 学 修 
饰 明 显 减 少 。 例 如 ,细菌 和 真 核 细 胞 质 翻 译 系统 含有 50 种 以 上 的 RNA, 动 物 线粒体 只 
有 22 种 。22 种 tRNA 要 识别 60 多 种 密码 子 , 需 要 遵守 更 为 宽松 的 摆动 规则 。 此 外 ,不 
同 于 细菌 ,人 线粒体 内 只 有 一 种 RNA” ,但 " 身 兼 两 职 ", 一 是 起 始 tRNA, 二 是 延伸 
tRNA。 但 发 生 甲 酰 化 修饰 的 tRNA” 与 mIF2 的 亲和力 较 高 ,与 延伸 因子 EF - Tumt 的 
亲和力 较 低 ,这 就 可 以 保证 它 只 参 与 袁 译 的 起 始 - 许多 真 核 生 物 的 线粒体 基因 组 缺失 一 
定数 目的 tRNA 基因 ,这 种 缺失 可 通过 从 细胞 核 那 里 进口 来 弥补 。 像 锥 体 虫 线粒体 内 的 
tRNA 全 部 是 从 细胞 核 " 进 口 ? 的 , 它 也 是 利用 甲 酰 化 的 疏 NA”“ 来 起 始 翻译 。 至 于 外 来 
tRNA 进入 线粒体 的 机 制 , 可 能 通过 与 线粒体 蛋白 前 体 共 转移 ,也 可 能 独自 转移 ;(4) 线 
粒 体 翻 译 系统 缺少 相当 于 IF1 的 起 始 因子 ,只 有 相当 于 IF2 和 IF3 的 起 始 因子 mIF2 和 
mIF3;(5) 酵母 细胞 线粒体 内 的 翻译 还 依赖 于 由 细胞 核 基 因 编 码 的 某 些 蛋 白质 因子 的 
激活 。 

就 叶绿体 翻译 系统 而 言 , 首 先 由 它 编码 的 mRNA 只 有 三 分 之 一 在 5 - UTR 含有 SD 
序列 ,而 且 该 序列 对 翻译 的 起 始 并 不 是 绝对 必需 的 。 已 有 证 据 表 明 , 叶 绿 体 翻 译 系统 可 


能 存在 多 种 翻译 起 始 机 制 ;其 次 ,叶绿体 翻译 系统 中 许多 mRNA 的 翻译 也 需要 细胞 核 纺 
码 的 蛋白 质 的 激活 ;此 外 ,叶绿体 翻译 系统 中 的 tRNA 虽然 略 比 线粒体 多 ,但 也 只 有 30 
种 ;最 后 ,在 某 些 叶绿体 内 ,mRNA 通过 编辑 (主要 形式 是 C 脱 氨 转换 成 U) 创 造 起 始 密 
码 子 终止 密码 子 , 或 者 改变 密码 子 以 维持 保守 的 氨基 酸 残 基 不 变 。 


四 \ 古 菌 的 翻译 系统 


在 基因 表达 的 翻译 这 一 步 , 古 菌 与 真 核 生 物 也 十 分 相似 。 这 表现 在 以 下 几 个 方面 : 

(1) 虽然 核糖 体 的 大 小 与 细菌 一 样 ,但 是 构成 核糖 体 的 rRNA 和 和 蛋白 质 与 真 核 生 物 
的 亲缘 关系 更 密切 。 

例如 , 真 核 生 物 的 核糖 体 含 有 78 种 蛋白 质 和 4 种 rRNA。 其 中 有 34 种 蛋白 质 同时 
存在 于 细菌 和 古 菌 ,还 有 33 种 也 存在 于 古 菌 , 剩 下 的 11 种 为 真 核 生 物 特 有 ,没有 任何 一 
种 只 存在 于 真 核 生 物 和 细 苗 。 

(2) 参与 翻译 各 个 阶段 的 辅助 蛋白 质 因 子 的 数目 以 及 结构 的 同 源 性 接近 真 核 生物 ， 
但 各 种 因子 的 组 成 倾向 于 由 单个 亚 基 组 成 ,而 不 像 真 核 生 物 由 多 个 亚 基 组 成 。 

例如 ,来 自 嗜 热 硫 矿 硫 化 叶 菌 (Suljfolopus soLjfataricus) 的 aIF2 能 够 代替 哺乳 动物 
体内 的 eIF2 ,帮助 起 始 tRNA 正确 地 进入 了 部 位 。 还 有 , 真 核 生物 起 始 因子 eIF - 5A 和 
古 菌 起 始 因 子 aF - 5A 都 有 一 种 特殊 的 化 学 修饰 , 即 脱氧 羟基 腐 胺 化 (hypusination) 。 
这 种 修饰 是 eIF-5A 和 alIF-5A 的 功能 所 必需 的 。 再 如 ,在 翻译 终止 阶段 , 古 菌 aRF1 与 
eRF1 高 度 同 源 ,与 真 核 生 物 一 样 ,“ 通 吃 三 个 终止 密码 子 。 此 外 , 古 菌 和 真 核 生 物 的 核 
糖 体循环 机 制 十 分 相似 ,完全 不 同 于 细菌 。 

(3) 第 一 个 参 入 的 氨基 酸 也 是 甲 硫 氨 酸 ,而 不 是 细菌 所 使 用 的 甲 酰 甲 硫 氨 酸 。 

(4) 对 抑制 剂 ,特别 是 对 抗生素 的 敏感 性 相似 。 例 如 ,与 真 核 生 物 的 细胞 质 翻 译 系 
统一 样 , 古 菌 翻译 系统 的 移 位 因子 也 受 白 喉 毒素 的 抑制 ,但 都 不 受 毛 霉 素 、 链 霉 素 和 卡拉 
霉 素 的 抑制 。 

然而 , 古 菌 的 翻译 系统 与 细菌 也 有 某 些 特征 很 相似 。 例 如 :没有 5. 8S rRNA,mRNA 
无 帽子 结构 ,多 为 多 顺 反 子 , 有 的 有 SD 序列 ,翻译 与 转录 是 偶 联 的 。 


第 四 节 翻译 的 质量 控制 


细胞 内 的 mRNA 并 不 总 是 正常 的 ,基因 突变 、 转 录 错 误 . 后 加 工 异 常 或 受 RNA 酶 意 
外 降解 等 因素 都 会 导致 出 现 一 些 异 常 的 mRNA。 例如 ,一 个 mRNA 分 子 因 基 因 突 变 在 
原来 的 ORF 内 ,提前 出 现 终止 密码 子 (premature stop codon,PTC) 或 者 没有 终止 密码 子 
Cnonstop) ,这 些 异 常 的 mRNA 翻译 出 来 的 蛋白 质 可 能 无 功能 ,甚至 是 有 害 的 。 另 外 , 核 
糖 体 在 翻译 mRNA 的 时 候 , 受 到 某 些 因素 的 影响 ,有 时 会 出 现 暂停 上 且 无 法 回 到 原来 正常 
的 翻译 状态 。 此 外 ,细胞 内 的 rRNA 也 可 能 出 现 异 常 ,异常 的 rRNA 可 直接 影响 到 核糖 
体 的 结构 与 功能 。 为 了 及 时 清除 这 些 意外 对 机 体 可 能 产生 的 危害 ,保证 翻译 的 质量 , 细 
菌 . 真 核 生 物 和 十 菌 已 经 进化 和 发 展 出 各 种 翻译 质量 控制 (quality controD) 机制。 


一 、 细 菌 的 翻译 质量 控制 


细菌 的 mRNA 因为 没有 帽子 和 尾巴 结构 的 保护 一 般 很 容易 水 解 ,其 半 训 期 特别 短 ， 
因此 在 翻译 的 时 候 ,] 个 mRNA 分 子 很 有 可 能 因为 降解 而 丢失 了 靠近 3 -端的 终止 密码 
子 。 此 外 ,基因 突变 或 转录 错误 也 可 能 导致 1 个 mRNA 表 失 终止 密码 子 。 还 有 一 种 可 
能 ,就 是 细胞 内 无 义 校正 tRNA 意外 地 通读 了 正常 的 终止 密码 子 。 不 难 设想 ,如 果 1 个 
mRNA 分 子 没有 了 终止 密码 子 , 那 么 核糖 体 翻译 到 最 后 将 因 无 终止 信号 可 用 而 困 在 它 
的 3 一 端 “ 不 能 自拔 ”。 


GD 各 有 果 将 未 有 一 种 突 
变 的 古 菌 能 够 生存 在 人 体 环 
境 中 并 导致 疾病 ,你 认为 当 
今 用 来 治疗 痪 病 的 各 种 抗 生 
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面 对 上 述 情形 ,细菌 以 及 一 些 真 核 生物 ( 如 卵 菌 ) 的 线粒体 已 发 展 了 一 套 专门 的 机 
制 ,来 处 理 这 些 有 缺陷 的 无 终止 密码 子 mRNA, 这 种 机 制 为 反 式 翻译 (trans-translation ) 。 
反 式 翻译 不 同 于 一 般 的 顺 式 翻译 , 它 将 两 个 不 同 的 mRNA 翻译 成 一 条 融合 的 肽 链 ,其 中 
一 个 mRNA 无 终止 密码 子 , 另 一 个 是 带 有 终止 密码 子 并 兼 有 tRNA 功能 的 tmRNA。 除 
了 反 式 翻译 系统 以 外 ,细菌 还 有 其 他 的 翻译 质量 控制 系统 。 

(一 ) 由 tmRNA 介 导 的 翻译 质量 控制 

1. tmRNA 的 结构 与 功能 

tmRNA 是 一 种 天 然 的 RNA 和 藤 合体 ,含有 349 nt 一 411 nt, 兼 有 tRNA 和 mRNA 的 
功能 。 大 肠 杆菌 的 tnRNA 又 称 为 10Sa RNA, 由 363 nt 组 成 。tmRNA 在 结构 上 可 分 成 
两 个 部 分 (图 9- 32) :第 一 部 分 包括 5 - 端 ( 约 50 nt) 和 3- 端 ( 约 70 nt) 的 核 苷 酸 ,两 者 之 
间 形 成 一 段 长 的 配对 区 域 ;第 二 部 分 由 内 部 的 核 音 酸 组 成 ,包括 两 个 发 夹 结构 和 四 个 假 
节 结 构 。 在 各 种 tnRNA 分 子 之 中 ,第 二 部 分 的 结构 差别 较 大 ,但 都 有 一 个 潜在 的 ORF。 

第 一 部 分 的 结构 非常 相似 ,都 折 秋 成 类 似 tRNA 的 结构 ,包括 :(1) 一 个 7 bp 的 蕉 ， 
其 类 似 于 tRNA 的 氨基 酸 受 体 共 。 受 体 蔡 上 的 第 3 个 碱 基 对 是 GU 碱 基 对 ,这 正 是 
tRNA%^ 的 个 性 。 在 体外 ,tnRNA 可 以 被 来 源 于 大 肠 杆菌 或 枯草 杆菌 的 两 氨 酰 - tRNA 合 
成 酶 催化 ,形成 丙 氨 酰 - tmRNA; (2) 一 个 蔡 环 结构 ,分 别 对 应 于 了 NA 上 的 TVUC 茎 和 环 ， 
蔡 上 具有 所 有 tRNA 的 一 致 序列 GTVWCRA(KR 代表 味 吟 碱 基 );(3) 位 于 3 -端的 CCA 序列 。 


AACUACEEE 


乌 1 
UCGCAAACGACGAA 
5 三 


人 
U 


侠 9-32 10Sa RNA 的 结构 


2， 反 式 翻 译 的 模型 
如 图 9- 33 所 示 , 失 去 终止 密码 子 的 mRNA 仍然 有 起 始 密码 子 和 SD 序列 ,因此 核 
糖 体 照 样 能 够 结合 上 去 ,并 启动 翻译 。 但 由 于 无 终止 密码 子 , 翻 译 会 一 直 持 续 到 mRNA 


第 九 章 ”蛋白 质 的 生物 合成 


3 - 端 最 后 一 个 密码 子 。 由 于 RF 不 能 进入 A 部 位 , 肽 酰 - tRNA 得 不 到 释放 ,会 继续 占据 
P 部 位 。 这 时 ,在 小 蛋白 BCsmall protein B,SmpB) 的 帮助 下 ,两 氨 酰 - tmRNA 进入 A 部 
位 。 随 后 ,在 肽 酰 转移 酶 的 催化 下 , 肽 酰 - tRNA 与 两 氨 酰 - tmRNA 之 间 发 生 转 肽 反应 。 
随即 ,核糖 体 在 tnRNA 上 新 的 ORF 内 继续 翻译 , 共 翻 译 了 10 个 密码 子 后 遇 到 了 由 
tmRNA 提供 的 终止 密码 子 而 得 以 正常 终止 ,并 释放 出 一 种 融合 蛋白 。 这 种 融合 蛋白 在 
C 端 含有 一 段 11 肽 序列 一 一 AANDENYALAA。 此 序列 被 称 为 SsrA, 实 际 上 是 一 种 天 
然 的 降解 标签 。 带 有 此 标签 的 融合 蛋白 很 快 被 胞 内 一 些 依赖 于 ATP 的 蛋白 酶 (ClpAP、 
ClpXP、FtsH 和 Tsp) 识 别 并 水 解 , 而 不 至 于 在 胞 内 堆积 而 危害 细胞 。 此 外 , 停 在 mRNA 
末端 的 核糖 体 还 能 将 胞 内 的 核糖 核酸 酶 R 招募 过 来 ,对 无 终止 密码 子 的 mRNA 进行 降 
解 ,防止 其 继续 误导 核糖 体 进 入 下 一 轮 无 效 的 翻译 循环 。 


停 在 末端 的 核糖 体 mRNA 进入 A 部 位 模板 切换 


HENC 轧 
1 


上 时 | 
ViIT = 册 


售 9-33 使 用 tmRNA 的 反 式 翻译 


对 于 tmRNA 上 的 ORF 来 说 , 既 没 有 起 始 密码 子 , 又 缺乏 SD 序列 ,核糖 体 是 如 何 能 
够 直接 利用 其 中 的 第 一 个 密码 子 的 呢 ? 对 此 还 不 清楚 ,但 突变 实验 已 经 显示 ,ORF 中 的 
第 一 个 密码 子 GCA 以 及 在 它 上 游 只 有 2 个 核 苷 酸 距 离 的 UAG 序列 都 是 必 不 可 少 的 ! 

(二 ) 不 依赖 mRNA 的 翻译 质量 控制 

由 tmRNA 介 导 的 反 式 翻译 系统 固然 重要 ,但 它 的 缺失 突变 对 于 许多 细菌 来 说 并 非 
是 致死 性 的 ,这 就 表明 了 细菌 还 可 能 存在 其 他 替代 的 质量 控制 系统 。 现 已 发 现 ,在 细菌 
体内 的 确 至 少 还 有 两 种 替代 的 途径 ,它们 分 别 依赖 替代 的 核糖 体 抢救 因子 A 和 也 
(aljternative ribosome rescue factor A_ and B,ArfA 和 ArfB) 。 

在 缺乏 反 式 翻译 系统 的 时 候 ,ArfA 需要 和 REF2”“ 联 手 ”, 共 同 承担 抢 救 因 暂 停 而 困 在 
mRNA 上 的 核糖 体 的 任务 。ArfA 之 所 以 需要 和 RF2 结合 ,是 因为 需要 利用 RF2 分 子 上 
的 GGQ 模 体 ,并 将 此 模 体 带 到 肽 酰 转移 酶 的 活性 中 心 , 催 化 肽 酰 - RNA 的 水 解 。 

与 ArfA 不 同 的 是 ,ArfB 在 序列 和 结构 上 与 RF1 相似 , 自 带 了 GGQ 序列 模 体 , 它 的 
C 端 结合 在 核糖 体 小 亚 基 让 mRNA 进入 的 通道 上 ,这 方便 识别 活性 的 核糖 体 与 暂停 的 
核 灶 体 。 其 GGQ 模 体 结 合 在 肽 酰 转移 酶 的 活性 中 心 以 后 ,就 可 以 催化 肽 酰 - tRNA 的 水 
解 了 。 


二 \ 真 核 生物 的 翻译 质量 控制 
对 于 异常 的 mRNA 和 其 他 影响 到 翻译 质量 的 意外 , 真 核 细胞 已 经 进化 和 发 展 出 四 
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套 高 度 保 守 的 翻译 质量 控制 (quality control) 系统 :一 是 无 义 介 导 的 mRNA 降解 
Cnonsense-mediated mRNA decay,NMD) 一 一 专门 处 理 含 有 PTC 的 mRNA; 二 是 无 终止 
mRNA 降解 (nonstop mRNA decay,NSD) 一 一 专门 处 理 无 终止 密码 子 的 mRNA; 三 是 翻 
译 不 下 去 的 mRNA 降解 (no go mRNA decay,NGD) 一 一 专门 处 理 核 糖 体 停 在 途中 无 法 
继续 翻译 的 mRNA; 四 是 无 功能 rRNA 的 降解 Cnonrfunctional rRNA decay,NRD) 一 一 专 
门 降解 由 无 功能 的 zRNA 组 成 的 无 活性 核糖 体 。 

1，NMD 


mRNA 前 体 
NMD 负责 识别 .水 解 带 有 PTC 的 
mRNA。 其 作用 首先 必须 保证 能 够 将 | 


mRNA 上 正常 的 终止 密码 子 和 PTC 区 分 
开 来 。 有 关 研 究 表明 ,与 NMD 识别 有 关 
的 是 mRNA 在 后 加 工期 间 在 剪接 点 附近 
组 装 而 成 的 外 显 子 连 接 复合 物 Cexorr 
junction complex,EJC) (图 9-34)。 

EJC 在 mRNA 剪接 期 间 组 装 , 但 后 
来 会 随 着 剪接 好 的 mRNA 一 起 被 运输 
到 细胞 质 。 组 装 的 位 置 无 碱 基 序列 特异 
性 ,但 一 般 位 于 两 个 相 邻 的 外 显 子 连接 
点 上 游 20 nt 一 24 nt 的 地 方 。 其 核心 结 禹 9-34 EUC 的 装配 
构 是 由 eIF4A - HI、Y14、Magoh 和 
Barentsz 四 种 蛋白 质 形 成 的 异 源 四 聚 体 ,大 小 约 为 335 kDa。 有 许多 和 蛋白质 因子 关系 到 
一 个 mRNA 分 子 的 命运 ,在 需要 的 时 候 它 们 能 暂时 结合 到 这 种 核心 结构 上 ,如 SMG 、 上 
位 移 框 蛋白 (up-frameshift protein,UPF)2 和 3(CUPF2 和 UPF3) ,因此 它 提供 了 那些 可 决 
定 一 个 mRNA 命运 的 反 式 因子 结合 的 平台 。 其 功能 除了 参与 NMD 以 外 ,还 可 以 协助 将 
剪接 好 的 mRNA 运输 出 细胞 核 .增加 翻译 的 效率 。 

对 于 关 椎 动物 而 言 , 相 对 于 终止 密码 子 的 最 后 一 个 BJC 的 位 置 通 常 决定 转录 物 是 否 
进入 NMD( 图 9- 35)。 如 果 终 止 密码 子 在 最 后 一 个 葬 C 的 下 游 或 者 在 上 游 约 50 nt 之 
内 ,转录 物 就 会 正常 地 翻译 。 然 而 ,如 果 终 止 密码 子 在 任何 可 C 的 上 游 超过 50 nt 左右 的 
上 离 ,NMD 将 对 这 种 转录 物 进行 降解 。 


3 一 端 最 近 的 相 邻 | | 正常 的 终 


50~55S nt 
一下 仁 一 一 
NMD 无 NMD 


侠 9-35 NMD 途径 需要 的 顺 式 元 件 


在 细胞 质 基 质 中 ,对 于 一 个 正常 的 mRNA 来 说 ,核糖 体 在 对 它 进 行 首 次 翻译 的 时 
候 , 从 起 始 密码 子 翻译 到 正常 的 终止 密码 子 , 途 中 一 定 会 遇 到 JC。HJC 在 碰 到 核糖 体 
的 时 候 , 即 被 “替换 下 场 ”。 然 而 ,对 于 含有 PTC 的 mRNA 来 说 ,核糖 体会 提前 遇 到 
PTC。 如 果 PTC 位 于 BJC 的 上 游 ,那么 下 游 的 BJC 就 难于 被 蔡 换 ,会 竺 在 原 地 。 这 被 参 
与 NMD 的 蛋白 质 因子 视 为 有 问题 的 信号 。 于 是 ,EJC 作为 一 种 mRNA 曾经 被 前 接 过 的 
位 置 特 异性 印记 , 它 是 和 否 存在 及 其 存在 位 置 直 接 决定 了 一 个 mRNA 是 和 否 异 常 。 支 持 
也 CC 作用 的 主要 证 据 有 :(1) NMD 对 缺乏 内 含 子 的 转录 物 一 般 不 起 作用 ;(2) 将 世 C 的 
任何 成 分 固定 到 一 个 终止 密码 子 的 下 游 可 诱发 NMD; (3) 阻止 有 效 翻译 的 顺 式 元 件 或 
化 学 试剂 可 激活 NMD。 


EJC 可 将 UPF1 .UPF2 和 UPF3 招募 到 它 的 周围 来 参与 NMD。 在 这 里 ,UPF3 首先 
与 EJC 的 核心 结构 结合 ,再 将 UPF2 招募 过 去 ,从 而 形成 UPF3 - UPF2 - BJC 三 元 复合 
物 。 与 此 同时 ,暂停 在 PTC 的 核糖 体 通过 与 eRF1 和 eRF3 的 相互 作用 对 UPF1 进行 招 
募 , 由 此 形成 由 SMG1、eRF1 、eRF3 和 UPF1 组 成 的 多 元 复合 体 。 在 这 个 复合 体 中 ， 
UPF1 因 受 到 结合 在 EJC 上 的 UPF2 - UPF3 的 招募 , 便 成 了 核糖 体 和 下 游 EJC 之 间 相 
互 作用 的 纽带 。 这 种 相互 作用 触发 了 SMG1 对 UPFI1 的 磷酸 化 修饰 ,从 而 导致 aRF1 和 
eRF3 的 解 离 。 在 两 种 释放 因子 解 离 后 , 留 下 了 由 BJC、UPF3 、UPF2 磷酸 化 的 UPF1 和 
SMG1 组 成 的 复合 物 , 这 种 复合 物 转 而 激发 NMD。NMD 被 激活 以 后 ,无 义 的 mRNA 在 
两 端 同时 被 降解 :在 5- 端 , 先 “ 脱 帽 ", 然 后 5 -外 切 酶 Xrnl 对 其 降解 ,而 在 3 - 端 , 先 “ 去 
尾 ” ,然后 是 3- 外 切 酶 对 其 降解 。 无 义 mRNA 由 于 迅速 被 水 解 , 因 而 不 能 再 作为 模板 翻 
译 出 对 细胞 可 能 有 害 的 异常 蛋白 。 

已 有 证 据 表 明 ,NMD 和 不仅 参 与 清除 真 核 细胞 内 含有 PTC 的 异常 mRNA, 有 时 还 可 
以 对 一 些 正 常 的 mRNA 进行 定向 清除 ,从 而 调节 它们 在 细胞 内 的 相对 丰 度 。 

2. NSD 

真 核 生 物 处 理 无 终止 密码 子 mRNA 的 机 制 与 细菌 完全 不 同 , 由 于 没有 tmRNA, 无 
法 进行 反 式 翻 译 ,只 能 使 用 NSD 将 其 降解 。 

mRNA 缺乏 终止 密码 子 通常 不 影响 到 翻译 的 起 始 , 故 翻译 照常 可 以 在 这 些 mRNA 
上 起 动 ` 延 伸 。 但 由 于 无 终止 密码 子 , 翻 译 无 法 终止 。 核 糖 体会 沿 着 mRNA 模板 持续 翻 
译 , 直 到 mRNA 的 3- 端 。 当 核糖 体 进入 多 聚 A 尾 巴 以 后 ,与 其 结合 的 PABP 被 取代 ,多 
聚 A 尾巴 也 会 作为 模板 被 翻译 ,产生 多 聚 赖 氨 酸 。 一 旦 mRNA 的 3 - 端 进入 核糖 体 的 A 
部 位 ,核糖 体 就 进入 暂停 状态 ,这 时 空 的 A 部 位 被 Ski7p 蛋白 的 C 端 识 别 和 结合 。Ski7p 
含有 与 eIFlu 和 eRF3 同 源 的 GTP 酶 结构 域 , 它 与 A 部 位 的 结合 可 将 一 种 叫 外 体 
(exosome) 的 核糖 核酸 酶 复合 体 招募 到 mRNA 的 3- 端 ,同时 导致 核糖 体 的 解 离 。 随 后 ， 


外 体 从 3 - 端 降解 mRNA, 而 C 端 含有 多 聚 赖 氨 酸 的 多 肽 也 被 特定 的 蛋白 酶 降解 (图 9 - 
36) 。 


(1) 正常 mRNA 的 翻译 (2) 无 终止 密码 子 介 导 的 降解 
BC 终止 密码 子 


1 AAAAA3 


外 体 p As 
5 Se 
aeeaeemRRPeoeeeeeeRRsescem 关 号 
PE 一 FF 
六 全 1 
名 
iv 芝 ”人 下 本 检 了 


信 9-36 真 核 细胞 无 终止 mRNA 的 降解 


在 酵母 细胞 内 ,已 发 现 一 种 没有 Ski7p 参加 的 NSD 途径 。 该 途径 的 基本 过 程 是 : 
(1) 核糖 体 在 翻译 到 多 聚 A 尾巴 的 时 候 , 导致 PABP 的 脱落 。(2) PABP 的 脱落 又 诱发 
了 5- 端 脱 帽 反应 。(3) 一 旦 帽子 脱落 ,外 切 核 酸 酶 XrnI 从 5 - 端 降解 mRNA。 
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3。NGD 

NGD 主要 用 来 处 理 细 胞 内 有 核糖 体 在 上 停留 但 已 翻译 不 下 去 的 mRNA。 导致 核糖 
体 在 mRNA 上 “熄火 ”的 原因 有 多 种 :可 能 是 它 遇 到 了 mRNA 上 强劲 的 二 级 或 三 级 结 
构 , 如 蔡 环 结构 或 假 节 结构 ,也 可 能 遇 到 了 稀有 密码 子 ,或 者 遇 到 了 发 生 脱 味 叭 的 无 碱 基 
位 点 等 。 当 核糖 体 因此 “ 囊 足 不 前 ”的 时 候 , 细 胞 内 一 对 分 别 与 eRF1 和 eRF3 高 度 同 源 
的 Pelota( 酵 母 为 Dom34)/VHbsl 蛋白 复合 物 , 便 结合 在 熄火 的 核 精 体 A 部 位 附近 。 而 一 
且 它 们 与 核糖 体 结合 , 便 破坏 mRNA- tRNA 的 相互 作用 ,随后 一 些 参 与 降解 的 RNA 酶 
被 招募 过 来 ,先是 内 切 酶 在 核糖 体 暂停 的 地 方 切 开 mRNA, 然 后 外 体 和 Xrnl 分 别 从 3 一 
5 和 5 一 3 方向 继续 水 解 已 断 开 的 mRNA。 

4.，NRD 

NRD 分 为 18SNRD 和 25S NRD。 其 中 18S NRD 专门 处 理 有 缺陷 的 40S 小 亚 基 核 
糖 体 , 负 责 招 募 Pelota/Dom34、Hbsl 和 Ski7p ,导致 18S rRNA 的 降解 ;25S NRD 专门 处 
理 有 缺陷 的 60S 大 亚 基 核糖 体 ,涉及 泛 素 和 蛋白酶 体系 统 。 


三 \ 古 菌 翻 译 系统 的 质量 控制 


古 菌 的 翻译 质量 控制 系统 与 真 核 生 物 相 似 : 根 据 生 物 信息 学 数据 以 及 晶体 结构 的 分 
析 ,发 现 古 菌 具有 真 核 生 物 相 似 的 NGD 系统 ,但 没有 细菌 的 tmRNA 系统 ,其 参与 NCD 
的 aPelota 与 酵母 Dom34 有 20 闻 的 一 致 性 和 40% 的 相似 性 ,不 过 还 没有 发 现 Hbsl 的 同 
源 物 , 那 可 能 是 因为 古 菌 aEFla 行 使 了 Hbsl 的 功能 。 


第 五 节 ”再 次 程序 化 的 遗传 解码 


绝 大 多 数 蛋 白质 的 生物 合成 都 是 以 一 条 mRNA 作为 模板 ,从 起 始 密码 子 开始 翻译 ， 
到 终止 密码 子 结束 , 肽 链 在 延伸 的 时 候 ,每 参 和 人 一 个 氨基 酸 ,核糖 体 只 移 位 一 个 密码 子 。 
但 是 ,已 发 现 有 少数 蛋白 质 在 翻译 的 过 程 中 , 当 核 糖 体 前 进 到 mRNA 某 些 区 段 的 时 候 ， 
却 偏离 上 述 常规 ,以 一 些 特殊 的 方式 进行 解码 ,这 些 特殊 方式 的 解码 统称 为 再 次 程序 化 
的 遗传 解码 (reprogrammed genetic decoding) 。 一 旦 核糖 体 通过 这 些 特殊 的 区 段 以 后 ,就 
重新 按照 一 般 的 解码 方式 继续 翻译 。 

再 次 程序 化 的 遗传 解码 形式 一 般 包 括 :翻译 水 平 的 移 框 . 通读、 跳跃 翻译 以 及 硒 代 半 
胱 氨 酸 (selenocysteine,Sec 或 U) 和 吡咯 末 氨 酸 (pyrrolysine,Pyl 或 O) 的 参 人 。 


一 、 翻 译 水 平 的 移 框 


翻译 水 平 的 移 框 (translational frameshift) 也 称 为 核糖 体 移 框 ; 它 是 指 核糖 体 在 移 位 
时 ,一 次 移动 的 核 苷 酸 数目 不 是 3, 而 是 小 于 或 大 于 3 的 现象 。 这 种 翻译 水 平 的 移 框 完全 
打破 了 原来 ORF 的 连续 性 ,迫使 翻译 在 一 个 全 新 的 ORF 内 继续 进行 ,直至 遇 到 新 ORF 
内 的 终止 密码 子 。 通 常 将 移动 2 个 和 4 个 核 苷 酸 的 移 框 分 别称 为 一 1 移 框 和 十 1 移 框 。 

翻译 中 的 移 框 经常 出 现在 一 些 逆转 录 病 毒 翻译 POL 蛋白 (含有 逆转 录 酶 和 整合 酶 ) 
的 时 候 , 如 劳 氏 肉 瘤 病 毒 (RSV) 和 HIV-1 等 。RSV 的 pol gag 以 及 ex 基因 同 处 在 一 
个 多 顺 反 子 mRNA 上 ,但 由 于 真 核 生 物 mRNA 在 翻译 起 始 的 时 候 , 起 始 密码 子 的 识别 
依赖 于 5 -端的 帽子 ,因此 只 有 靠近 5 -端的 gag 基因 才能 被 翻译 ,而 在 后 面 的 zol 基因 
则 无 法 正常 地 启动 翻译 。 那 么 ,如 何 让 zol 基因 也 能 够 翻译 呢 ? 这 里 有 一 种 方法 ,就 是 
让 o! 基因 借用 gag 基因 的 起 始 密码 子 , 乘 gage 翻译 的 东风 ”, 接 着 翻译 zo! 基因 。 然 而 
如 果 借 用 , 当 翻 译 遇 到 gag 的 终止 密码 子 , 又 怎么 办 ? 研究 表明 ,核糖 体 在 翻译 到 gag 的 
终止 密码 子 UAG 前 一 个 密码 子 处 ,进行 了 一 1 移 框 。 该 终止 密码 子 周围 的 碱 基 序 列 是 - 
ACA AAU UUA GGA GGG CCA -, 对 应 的 氨基 酸 序列 是 Thr - Asn- Leu。 但 经 


过 一 1 移 框 以 后 ,可 读 框 变 为 - ACA AAU UUAUA GGG AGG GCC A- ,对 应 于 的 氨基 
酸 序列 是 Thr- Asn-Leu-lle-Gly-Arg-Ala。 于 是 ,原来 的 UAG 不 能 再 作为 终止 密 
码 子 起 作用 了 ,核糖 体 继 续 翻 译 直到 遇 到 po 基因 的 终止 密码 子 。 通 过 这 种 方式 合成 出 
来 的 先是 GAG 和 POL 的 融合 蛋白 ,然后 通过 特殊 的 蛋白 酶 的 剪 切 ,可 释放 出 POL 和 蛋 
白 。 以 上 发 生 移 框 的 效率 约 为 5% ,这 意味 着 95% 的 翻译 在 遇 到 gag 基因 的 终止 密码 子 
时 会 正常 终止 ,合成 出 来 的 产物 为 单独 的 GAG 和 蛋白。 这样 一 来 ,通过 翻译 移 框 ,不 但 解 
决 了 o/ 基因 不 能 正常 翻译 的 问题 ,而 且 可 以 很 好 地 满足 病毒 对 GAG 蛋白 和 POL 和 蛋白 
的 不 同 需求 ,因为 病毒 对 GAG 和 蛋白 的 需求 远 远 大 于 对 POL 蛋白 的 需求 。 


P 
cu5c 民有 
和 UAGG tt 
终止 
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侠 9-37 大 肠 杆 菌 的 RF2 在 翻译 水 平 的 移 框 


大 肠 杆菌 RF2 是 通过 十 1 移 框 得 以 翻译 的 例子 (图 9- 37)。 通 过 这 种 方式 ,大 肠 杆 
菌 可 以 很 好 地 控制 自身 的 水 平 。 已 知 RF2 能 识别 UAA 或 UGA 这 两 种 终止 密码 子 , 它 
本 身 的 第 26 个 密码 子 为 UGA。 如 果 细 胞 内 RF2 的 浓度 较 高 ,核糖 体 在 翻译 到 这 个 密码 
子 时 就 会 终止 。 这 时 得 到 的 产物 并 不 是 RF2 ,而 是 一 个 无 功能 的 二 十 五 肽 ;但 若 细胞 内 
RF2 的 浓度 较 低 ,翻译 就 不 能 有 效 地 终止 。 这 时 核糖 体 发 生 十 1 移 框 ,翻译 得 以 在 一 个 
新 的 ORF 中 继续 进行 ,直至 翻译 出 完整 的 RF2。 

进一步 的 研究 表明 ,发 生 移 框 的 效率 还 是 颇 高 的 :30%% 的 核糖 体会 发 生 移 框 ,得 到 全 
长 的 RF2。 在 移 框 位 点 ,RF2 - mRNA 原来 在 核糖 体 了 部 位 上 的 密码 子 (CUU) 与 肽 酰 - 
tRNA 之 间 的 反 密 码 子 (GAG) 的 配对 被 打破 ,然后 在 新 的 框架 内 ,依赖 与 CUU 重 肆 的 密 
码 子 UUU 和 GAG 之 间 的 配对 ,使 核糖 体 向 前 滑 移 了 一 个 核 苷 酸 的 距离 ,从 而 使 原来 的 
UGA 偏离 了 ORF ,不 再 起 终止 作用 。 

实际 上 ,在 终止 和 移 框 之 间 始 终 存 在 着 竞争 , 哪 一 种 势力 取胜 ,一 是 取决 于 RF2 在 
细胞 内 的 浓度 ,二 是 取决 于 移 框 位 点 的 序列 特征 。RF2 作为 再 解码 的 产物 ,其 本 身 却 促 
进 核糖 体 终止 于 UGA 或 UAA, 因 此 , 当 RF2 量 很 多 时 ,竞争 倾向 于 终止 而 不 是 移 框 ; 反 
之 ,如 果 REF2 的 量 供应 不 足 , 移 框 就 在 竞争 中 获胜 ,RF2 的 浓度 恢复 。 移 框 位 点 本 身 的 
序列 是 有 利于 移 框 的 :首先 ,UGA 的 后 面 是 一 个 C, 这 是 一 个 弱 终 止 环 境 ; 其 次 ,CUU 本 
身 是 一 个 容易 “打滑 ”的 密码 子 。 

更 深入 的 研究 还 发 现 ,在 移 框 位 点 上 游 3 个 核 苷 酸 的 区 域 有 一 段 刺激 移 框 发 生 的 序 

。 该 序列 与 SD 序列 一 样 , 能 够 与 16S rRNA 配对。 于 是 ,RF2 - mRNA 有 两 个 SD 序 

ea 一 个 用 于 翻译 的 起 始 , 另 一 个 促进 移 框 。 移 框 位 点 与 第 二 个 SD 之 间 的 间隔 序列 长 度 
也 非常 关键 ,对 于 RF2 来 说 ,必须 是 3 个 碱 基 。 第 二 个 SD 序列 的 作用 可 能 是 因为 它 与 
rRNA 之 间 的 配对 ,扭曲 了 翻译 复合 物 ,致使 核糖 体 要 么 向 前 滑动 发 生 正 移 框 ,要 么 向 后 
滑动 发 生 负 移 框 。 

鸟 氨 酸 脱羧 酶 的 抗 酶 Cornithine decarboxylase antizymeyODC- AZ) 是 第 一 例 在 真 核 
生物 体内 发 现 的 发 生 十 1 移 框 的 和 蛋白质。ODC - AZ 是 乌 氢 酸 脱羧 酶 (ornithine 
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decarboxylase,ODC) 天 然 的 抑制 蛋白 ,在 与 ODC 结合 以 后 ,可 降低 ODC 的 稳定 性 ,使 其 
很 快 发 生 降 解 。ODC 是 多 胺 (polyamine) 合 成 途径 中 的 限 速 酶 。 通 过 分 析 ODA 的 
cDNA 的 碱 基 序 列 发 现 , 其 mRNA 具有 ORF1 和 ORF2 的 两 个 可 读 框 ,ORF2 与 ORF1 
重 堆 ,并 相差 十 1 个 核 苷 酸 。 但 是 ,ORF1 的 碱 基 序列 太 短 ,不 可 能 编码 ODA, 而 ORF2 
的 起 始 密码 子 无 法 识别 , 故 也 不 可 能 编码 ODA( 图 9-38)。ODA 的 翻译 是 以 ORF1 的 
起 始 密码 子 开 始 的 ,再 通过 移 框 进入 ORF2 继续 翻译 ,最 终 得 到 全 长 的 目标 产物 。 实 验 
证 明 ,ORF2 的 移 框 需要 UGA 下 游 的 假 节 结构 ,并 受到 细胞 内 高 水 平 的 多 胺 的 诱导 。 
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余 9-38 哺乳 动物 ODC - AZ 基因 的 结构 及 影响 其 翻译 水 平移 框 的 顺 式 元 件 


二 通读 

通读 (read-through) 是 指 一 个 ORF 在 翻译 中 其 内 的 1 个 终止 密码 子 编码 了 一 个 正 
常 的 氨基 酸 , 从 而 得 到 一 个 加 长 的 多 肽 链 的 过 程 。 发 现 有 这 种 现象 的 也 主要 是 一 些 病 
毒 ,如 烟草 花 叶 病毒 (tobacco mosaic virus,TMV) 和 上 鼠 类 白血病 病毒 C(MMLV) 。MMLYV 
是 一 种 逆转 录 病 毒 ,其 POL 蛋白 也 是 与 GAG 蛋白 一 起 作为 融合 蛋白 被 表达 的 ,但 并 不 
是 通过 翻译 移 框 方式 实现 的 ,而 是 在 翻译 GAG 蛋白 的 时 候 , 经 历 了 通读 ,将 它 的 终止 密 
码 子 UAG 当 作 Gln 的 密码 子 。 这 里 通读 的 效率 也 只 有 5%% 左 右 。 


三 跳跃 翻译 


跳跃 翻译 (jumping translation 或 bypass translation) 是 指 核糖 体 在 翻译 的 过 程 中 , 直 
接 跳 过 ORF 中 的 一 段 核 昔 酸 序列 ,再 接着 翻译 下 游 序 列 的 现象 。 这 段 漏 读 的 序列 并 不 
决定 任何 氨基 酸 序列 ,因此 被 称 为 翻译 水 平 的 内 含 子 (translational intron), 以 区 别 于 分 
别 在 转录 后 加 工 和 翻译 后 加 工 中 除去 的 内 含 子 和 内 含 肽 。 对 跳跃 翻译 了 解 得 最 深入 的 
例子 有 两 个 :一 是 T4 噬菌体 的 基因 60 蛋白 ,二 是 大 肠 杆 菌 色 氮 酸 阻 过 蛋白 (TrpR)。 其 
中 前 者 是 美 籍 华 裔 学 者 黄 惠 敏 和 当时 在 美 访问 的 中 国学 者 熬 世 洲 于 1988 年 共同 发 现 
的 。 基 因 60 编码 的 是 DNA 拓扑 异 构 酶 的 一 个 亚 基 。 通 过 比较 这 个 亚 基 的 氨基 酸 序列 
和 基因 60 的 核 苷 酸 序列 发 现 ,其 ORF 中 有 一 段 50 nt 组 成 的 序列 没有 翻译 ,这 段 序列 将 
前 46 个 密码 子 (GGA) 和 后 114 个 密码 子 (GGA) 分 开 。 没 有 证 据 证 明基 因 转 录 后 经 历 过 
剪接 反应 ,唯一 可 能 的 解释 是 核糖 体 在 翻译 到 第 46 个 密码 子 后 ,发 生 了 跳 妈 , 跳 过 了 这 
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50 nt 序列 组 成 的 间隙 (效率 近 100%%) ,继续 翻译 下 游 的 114 个 密码 子 ( 图 9- 39)。 和 若 将 
基因 60 中 长 为 258 nt 的 片段 与 大 肠 杆 菌 的 B- 半 乳糖 苷 酶 (LacZ) 基 因 构 建成 的 融合 质粒 
在 大 肠 杆菌 里 表达 ,也 出 现 跳 妈 现 象 。 此 外 ,将 基因 60 导入 酵母 细胞 也 发 生 跳 跃 。 


终止 密码 子 


16 aa ] 
新 生 多 肽 … His Asp Gly 


CAC GAU 


G Gly Leu Gly 


二 号 玉 uuA ccv 
50nt 


食 9-39.T4 噬菌体 的 基因 60 蛋白 的 跳跃 翻译 


TrpR 是 跳 妈 翻 译 的 又 一 个 例子 ,该 基因 编码 两 种 蛋白 质 , 它 们 的 大 小 分 别 是 12 kDa 
和 10 kDa。 这 两 种 蛋白 质 N 端 氨基 酸 的 序列 完全 是 一 样 的 ,但 C 端的 序列 完全 不 同 。 
经 研究 发 现 ,10 kDa 是 核糖 体 翻 译 12 kDa 的 ORF 中 发 生 了 跳跃 的 结果 , 共 跳 跃 55 个 核 
苷 酸 。 由 于 55 非 3 的 整数 倍 ,因此 跳 牙 同 时 导致 核糖 体 发 生 了 移 框 , 移 框 应 属于 55 一 3 
X18 王 十 1 移 框 。 移 框 必然 使 得 10 kDa 蛋白 质 的 C 端 氨基 酸 序列 不 同 于 12 kDa 和 蛋 昌 
质 。 将 含有 xrzpRLacZ 融合 基因 的 质粒 在 大 肠 杆 菌 中 表达 ,也 发 生 了 跳 妈 。 

除了 上 述 两 个 经 典 的 跳跃 翻译 的 例子 以 外 ,Lang B. 下 . 等 人 于 2014 年 在 一 种 酵母 
CMagnausiomayces capbitatals ) 的 线粒体 内 ,发 现 了 大 规模 的 跳 既 翻译 现象 :其 15 种 必需 的 
蛋白 质 有 12 种 会 在 翻译 中 发 生 跳 跃 ,而 且 跳 跃 的 次 数 多 数 还 不 止 一 次 。 在 翻译 中 被 跳 
过 的 序列 共有 81 种 ,长度 为 27 nt 一 55 nt。 如 果 这 些 序列 在 翻译 的 时 候 不 被 跳 过 ,就 会 造 
成 移 框 、 提 前 终止 等 ,从 而 使 翻译 出 来 的 蛋白 质 失 去 功能 。 例 如 ,参与 呼吸 链 的 NADHL : 
辅酶 Q 脱氧 酶 (NADH : ubiquinone dehydrogenase) 的 亚 基 2 和 亚 基 5 的 mRNA 在 翻译 
的 时 候 , 分 别 发 生 了 11 和 12 次 跳跃 (图 9- 40) 。 


跳 过 的 序列 为 38 nt 
跳 过 的 序列 为 34 mt 已 
AAA U-~A 
呈 册 5-8 
已 二 井 AU 
和 一 噩 mi 
所 一 各 昌 ~A 
-G 忆 =A 38nt 
没有 使 用 隧 - 没有 使 用 峡 - 
的 密码 子 嘲 -和 的 密码 子 帧 TU 
AUAAAA AUAAUCCUCCUGAAGUUAAAGAA .… AUUAUU GUUAUUUAUAAGGUUAUAGUGGU .. 
起 跳 点 着 陆 点 起 跳 点 着 陆 点 
密码 子 密码 子 密码 子 密码 子 


食 9-40 一 种 酵母 线粒体 的 NADH : 泛 醒 脱 氢 酶 的 跳跃 翻译 


关于 跳跃 翻译 的 机 制 ,一 般 认 为 是 :首先 ,核糖 体 暂停 在 一 个 不 能 翻译 的 密码 子 上 
游 ; 然 后 ,与 肽 酰 - tRNA 一 道 起 跳 ,从 而 与 mRNA 短暂 解 离 ; 最 后 ,再 在 下 游 一 个 相同 或 
者 同 义 密 码 子 处 “着陆 ”, 重 新 与 mRNA 结合 并 继续 翻译 。 

至 于 核糖 体 为 什么 在 特殊 的 位 点 发 生 跳跃 ,至 今 还 没有 一 个 令 人 信服 的 解释 。 在 分 
析 跳 路 位 点 周围 的 碱 基 序 列 以 及 对 这 些 序列 进行 点 突变 实验 后 ,发 现 基因 60 核糖 体 的 
起 跳 点 和 着 陆 点 处 的 密码 子 必须 满足 能 被 同一 种 耻 NA 识别 的 条 件 。 此 外 ,被 跳 过 的 序 
列 长 度 . 其 中 的 终止 密码 子 和 葵 环 结构 、.L9 对 葵 环 结构 稳定 性 的 调节 以 及 上 游 被 翻译 出 
来 的 16 肽 对 跳跃 均 有 影响 ,但 是 以 上 这 些 特 征 并 不 适用 于 TrpR 基因 。 


蛋白 质 的 生物 合成 


377 


378 


四 、 硒 代 半 胱 氨 酸 和 吡咯 赖 氨 酸 的 参 入 


硒 代 半 胱 氨 酸 作为 第 21 种 蛋白 质 氨 基 酸 ,存在 于 细菌 . 古 菌 和 真 核 生 物体 内 一 些 特 
殊 的 蛋白 质 分子 之 中 ,如 细菌 和 十 菌 的 甲酸 脱氧 酶 . 古 菌 参与 合成 甲烷 的 异 二 硫化 物 还 
原 酶 (heterodisulfide reductase) 以 及 哺乳 动物 的 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 .四 碘 甲 状 腺 素 5 - 
去 碘 酶 (tetraikiodothyronine 5 - deiodinase) 和 含有 多 个 硒 代 半 肛 氮 酸 残 基 (7 一 10 个 ) 的 
硒 蛋 白 P(Selenoprotein-P) ,这 些 蛋 白质 统称 为 硒 代 和 蛋白 。 

Sec 的 参 人 可 视 为 一 种 特殊 形式 的 通读 ,原因 是 硒 代 蛋白 在 翻译 的 时 候 , 将 UGA 终 
止 密码 子 作为 Sec 的 密码 子 。 那 么 ,机体 是 如 何 将 Sec 的 密码 子 UGA 与 正常 的 终止 
密码 子 UGA 区 分 开 的 呢 ? 对 某 些 硒 代 和 蛋白 基 因 的 碱 基 序列 所 进行 的 分 析 以 及 点 突变 得 
到 的 结果 表明 : UGA 的 通读 与 一 种 被 称 为 硒 代 半 胱 氮 酸 捅 人 序列 (Selenocysteine 
insertion sequence,SECIS) 的 顺 式 元 件 有 关 。 细 菌 的 SECIS 是 紧 靠 Sec 密码 子 下 游 处 的 
一 个 葵 环 结构 ,其 中 的 葵 由 于 非 Watson-Crick 碱 基 对 (UGACVUGAU) 的 存在 而 发 生 90” 
的 弯曲 (图 9- 41)。 在 大 肠 杆菌 甲酸 脱 氢 酶 的 mRNA 分 子 上 ,位 于 UGA 下 游 40 bp 的 
区 域 也 是 Sec 参 入 所 必需 的 。 


Sec 
交 UGA 一 一 一 一 < 
3 局 TIR 1 


起 终 SECIS 元 件 
始 上 元 件 


鲜 9-41 细菌 See 密码 子 所 处 的 环境 


真 核 生物 的 SECIS 则 存在 于 3 - UTR ,在 一 级 结构 上 无 一 致 序列 ,但 二 级 结构 也 需要 
一 个 蕉 环 结构 ,而 且 一 个 非常 规 的 碱 基 对 AG 对 SECIS 的 功能 也 非常 重要 。 在 四 磺 甲状 腺 
素 5 -去 碘 酶 mRNA 的 3- UTR 中 ,有 一 段 上 距离 UGA 约 1 Kb 的 250 bp 区 域 也 是 必需 的 。 

古 菌 的 SECIS 一 般 也 存在 于 3 - UTR, 但 极 少 数 古 菌 却 在 5 - UTR, 在 二 级 结构 上 
也 需要 一 个 蕉 环 结构 。 

大 肠 杆菌 Sec 的 参 人 与 4 个 基因 的 产物 有 关 ( 图 9-42):Sel A 将 Ser 转变 成 脱氧 丙 
氨 酸 (dehydroalanine) ;Sel B 为 类 EF- Tu 延伸 因子 ;Sel C 为 tRNA ,其 上 的 反 密 码 子 
能 识别 UGA;Sel D 激活 HSe 。 与 其 他 tRNA 相 比 ,tRNA5 具有 一 些 不 同 寻常 的 性 质 : 
含有 1 个 特殊 的 葵 环 结构 一 个 加 长 的 受 体 莽 和 一 个 大 的 附加 臂 。 这 些 特 征 可 阻止 它 与 
细胞 中 含量 丰富 的 EF- Tu 结合 。 在 真 核 生 物 中 ,一 种 叫 SBP2 的 蛋白 质 能 特异 性 地 与 
SECIS 元 件 结合 ,在 硒 代 半 胱 氨 酸 的 参 人 中 也 发 挥 作 用 。 

大 肠 杆菌 Sec- tRNA 关 的 形成 通过 下 列 反 应 :(1) Ser 二 tRNAF 一 Ser- tRNA ,该 
反应 由 丝 氨 酰 -tRNA 合成 酶 催化 ;(2) Selenide( 硒 化 物 ) 十 ATP-> 磷 酸 硒 化 物 十 AMP 十 
Pi, 该 反应 由 磷酸 硒 化物 合 成 酶 (Selenophosphate synthetase,SelD) 催 化 ;(3) 磷酸 硒 化 物 
十 Ser- tRNASse->~Sec- tRNASsSs 十 H:O, 该 反应 由 硒 代 半 胱 氨 酸 合成 酶 (Sel A) 催 化 。 

当 翻 译 到 Sec 的 UGA 的 时 候 , 下 游 位 置 的 SECIS 与 Sec- tRNA SelB 和 GTP 形 
成 四 元 复合 物 ,Sec- tRNA 进入 A 部 位 , 肽 酰 转移 酶 催化 Sec 的 参 入 (图 9- 43)。 硒 代 
半 胱 氨 酸 参 和 的 效率 并 不 总 是 100%% ,例如 在 缺 硒 的 条 件 下 ,哺乳 动物 的 1 型 去 碘 酶 在 翻 
译 到 UGA 时 会 提前 终止 。 

吡咯 赖 氨 酸 是 于 2002 年 才 发 现 的 第 22 种 蛋白 质 氨基 酸 ,在 自然 界 十 分 罕见 , 目前 
只 发 现存 在 于 一 些 产 甲烷 古 菌 , 以 及 某 些 属 于 革 兰 氏 阳 性 细菌 的 厚 壁 细菌 CFirzmzicutes) 


丝 氮 酰 tRNA 
es 合成 酶 
tRNAUecs +Ser = Ser-tRNATCA 
(SelC) 
SelD SelA 
SeOs 本 Se-Phos 
ATP AMP-Pi HPO， 


Sec-tRNATGA 
SelB 
了 
SECIS 
是 
Sec 参 入 到 
含 硒 蛋 白 之 中 


食 9-42 细菌 Sec 的 参 入 


Ni 8 ) SECIS 元 件 


Sec-tRNAS= 


侠 9-43 SECIS 元 件 在 帮助 Sec - tRNAS“ 进 入 A 部 位 中 的 作用 


和 $- 变 形 细 菌 (Deltazroteopacteria) 体 内 。 在 产生 甲烷 的 古 菌 体内 ,那些 催化 甲烷 合成 
的 酶 分 子 中 就 有 Pyl 残 基 。 了 Byl 的 参 人 也 是 一 种 特殊 的 通读 事件 ,发 生 通 读 的 终止 密码 
子 为 UAG, 由 一 种 特殊 的 tRNA 进行 解码 (zy 基因 编码 )。 这 种 NA 有 几 个 性 质 
跟 其 他 tRNA 有 所 不 同 :例如 反 密 码 子 茎 要 长 (其 他 tRNA 为 5bp, 它 为 6 bp), 其 他 部 分 
则 偏 短 ; 再 如 ,其 D 环 没有 G18G19,T 环 上 也 没有 标志 性 的 TyC 序列 。tRNAY 带 有 的 
反 密 码 子 为 CUA, 个 性 为 受 体 共 上 的 第 一 个 碱 基 对 G1 : C72 和 G73。 

催化 Pyl-tRNAY 合 成 的 酶 由 如 yLS 基因 编码 ,属于 第 二 类 氮 酰 -tRNA 合成 酶 ,该 酶 
直接 催化 游离 的 Pyl 与 tRNA 形成 Pyl- tRNAY 。 游 离 的 Pyl 由 2 个 Lys 在 pyLBCD 
基因 编码 的 三 个 酶 一 一 赖 氨 酸 变 位 酶 - 且 氨 酸 - 甲 基 化 酶 (lysine mutase-proline - 2 
methylase)、 吡咯 厢 氨 酸 合 成 酶 (pyrrolysine synthetase) 和 且 氨 酸 还 厚 酶 (proline 
reductase) 催 化 产生 的 。 

与 Sec 的 参 人 一样 , UAG 被 通读 成 Pyl 需要 其 下 游 的 一 段 称 为 Pyl 插入 序列 
(pyrrolysine insertion sequence,PYLIS) 的 元 件 ,PYLIS 形成 苍 环 结构 ,促进 Pyl 的 参 人 
(图 9- 44) 。 
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GT 你 认为 将 来 有 可 能 


发 现 由 UAA 编码 的 第 23 种 
有 蛋白质 氨基 酸 吗 ? 
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@ Pyls 
ee 月 AS RE 
tRNA ATP AMP+PP， 
CUA 
核糖 体 
GU 
IUAGACAGCAA 
PYLIS TRNA 


食 9-44 PyI 的 参 入 


第 六 节 翻译 的 抑制 剂 _ 


翻译 是 维持 细胞 的 正常 功能 所 必需 的 ,如 果 受 到 抑制 必然 会 影响 到 细胞 的 生存 。 目 
然 界 有 各 种 各 样 的 蛋白 质 合成 抑制 剂 , 绝 大 多 数 作用 位 点 是 核糖 体 , 也 有 作用 起 始 因子 
或 延伸 因子 ,还 有 的 是 作用 特定 的 氨 酰 - 疏 NA 合成 酶 。 不 同 的 抑制 剂 抑制 的 生物 种 类 
不 尽 相 同 , 有 的 只 抑制 细菌 ,有 的 只 抑制 真 核 生 物 , 还 有 的 “ 通 吃 *。 但 不 管 是 何 种 翻译 抑 
制剂 ,自然界 有 一 些 细胞 可 产生 一 种 将 其 破坏 掉 的 酶 ,从 而 可 对 其 作用 产生 抗 性 。 市 有 
某 种 翻译 抑制 剂 抗 性 基因 的 质粒 或 载体 ,经 常 被 用 作 选 择 性 基因 或 标记 基因 用 于 分 子 克 
隆 中 (参看 第 十 三 章 分 子 生 物 学 方法 )。 


一 、 细 菌 翻 译 系统 的 抑制 剂 


这 一 类 抑制 剂 大 多 数 是 人 们 熟悉 的 抗生素 类 药物 。 例 如 , 链 霉 素 (streptomycin) 、 氧 
霉 素 、 林 可 霉 素 (lincomycin) .稀疏 霉 素 (sparsomycin)、 卡 那 霉 素 (kanamycin)、 红 霉 素 
Cerythromycin) 四环素 (tetracycline)、 权 链 隐 酸 (fusidic acid) 和 黄色 霉 素 (kirromycin) 
等 ,作用 对 象 是 细菌 , 真 核 生 物 和 古 菌 一 般 则 不 敏感 ,但 如 果 用 量 过 大 并 进入 了 线粒体 或 
叶绿体 ,细胞 器 翻译 系统 也 会 受到 抑制 ,在 这 种 情况 下 , 真 核 细胞 的 功能 同样 受到 影响 ， 
这 是 许多 抗生素 产生 副作用 的 主要 原因 。 

链 霉 素 是 一 种 氨基 糖苷 (aminoglycoside) 类 抗生素 ,在 低 浓度 下 ,能 导致 核糖 体 误 读 
mRNA, 这 时 它 只 会 抑制 敏感 菌 的 生长 ,不 会 杀 死 敏 感 菌 。 但 在 高 浓度 下 , 链 霉 素 则 完全 
抑制 了 翻译 起 始 ,敏感 菌 会 被 杀 死 。 某 些 对 链 霉 素 有 抗 性 的 菌株 是 因为 它们 的 核糖 体 
S12 蛋白 发 生 了 突变 ,也 有 的 仅仅 是 16S rRNA 的 C912 发 生 了 突变 。 奇 怪 的 是 , 某 些 突 
变 株 不 仅 抗 链 霉 素 ,而 且 缺 乏 它 反而 不 能 生长 。 

毛 霉 素 、 林 可 霉 素 和 稀 朴 霉 素 的 作用 机 制 相似 ,它们 都 是 与 核 狂 体 50S 亚 基 结 合 , 抑 
制 细菌 大 亚 基 的 肽 酰 转移 酶 活性 。 

卡 那 霉 素 的 作用 机 制 是 通过 与 30S 核糖 体 小 亚 基 结 合 , 致 合 mRNA 密码 误 读 。 

四 环 素 的 作用 机 制 是 通过 与 小 亚 基 结 合 而 抑制 氨 酰 - tRNA 的 结合 ,此 外 , 它 还 能 抑 
制 ppPGPpp 的 合成 而 解除 严谨 反应 (参看 第 十 一 章 原核 生物 基因 表达 的 调控 ) 。 

红 霉 素 作 用 位 点 是 50S 亚 基 上 的 多 肽 链 离开 通道 ,可 阻止 正在 延伸 的 肽 链 的 离开 ， 
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从 而 抑制 翻译 。 

与 大 多 数 翻译 抑制 剂 不 同 ,黄色 霉 素 和 梭 链 孢 酸 这 两 种 抗生素 的 作用 对 象 不 是 核糖 
体 , 而 是 参与 翻译 的 延伸 因子 。 其 中 ,黄色 霉 素 作用 的 是 EF - Tu, 通 过 与 EF - Tu 的 特 
异性 结合 ,形成 氨 酰 - tRNA EF- Tu' GTP' 黄色 霉 素 复合 物 。 此 复合 物 在 与 核糖 体 
结合 以 后 , EF - Tu 很 难 再 从 核糖 体 解 离 , 因 而 最 后 细胞 无 游离 的 EF - Tu 催化 氮 
醚 -tRNA 进入 A 部 位 结合 ; 梭 链 息 酸 作用 的 是 EF - G, 通 过 与 核糖 体 - EF - G。 GDP 绪 
合 , 阻 止 EF-G "GDP 与 核糖 体 的 解 离 , 从 而 使 得 EF - G 无 法 循环 利用 而 抑制 翻译 。 


二 、 真 核 生物 翻译 系统 的 抑制 剂 


这 类 抑制 剂 可 抑制 真 核 翻译 系统 ,有 的 还 抑制 古 菌 翻译 系统 ,但 不 抑制 细菌 翻译 系 
统 , 例 如 白喉 毒素 (diphtheria toxin,DT) . 药 麻 毒素 (ricin) .a- 晕 曲 霉 素 (a-sarcin) . 商 香 霉 
素 (Canisomycin) 和 放 线 菌 酮 (cycloheximide) 。 

DT 是 由 白喉 杆菌 (Corynebacterizzz cippntheria ) 的 一 种 深 原 性 噬菌体 产生 的 外 毒 
素 ,在 进入 真 核 细 胞 后 ,可 催化 NAD 上 的 ADP -核糖 基 转 移 到 eEF2 分 子 上 使 其 失 活 ， 
从 而 抑制 移 位 反应 。eEF2 分 子 接受 ADP -核糖 基 的 是 一 个 带 有 特殊 化 学 修饰 的 His 残 
基 一 一 白喉 酰胺 (Cdiphthamide)。 古 菌 的 aEF2 也 可 受到 此 方式 的 抑制 ,但 细菌 相当 于 
eEF2 的 EF-G 不 存在 这 样 的 His 残 基 ,所 以 不 会 发 生 ADP -核糖 体 基 化 修饰 ,也 就 不 会 
受到 它 的 抑制 。 

厚 麻 毒素 是 存在 于 若 麻 籽 之 中 的 一 种 毒 蛋 白 , 其 毒性 是 氰 化 钾 的 100 倍 。 在 真 核 细 
胞 内 , 它 作为 一 种 特异 性 的 N -糖苷 酶 ,可 切 下 28S rRNA 上 的 一 个 A, 而 导致 核糖 体 失 
活 。 该 A 编 号 为 A4324, 位 于 真 核 生物 28S rRNA 一 段 高 度 保 守 的 十 二 聚 核 苷 酸 序 
列 一 -AGUACGAssGAGGA 之 中 。 此 段 序 列 也 称 为 姑 曲 霉 素 - 欧 麻 毒 素 环 (sarcin- 
ricin loop,SRL)。 一 旦 SRL 中 的 Au 被 切除 ,将 导致 参与 翻译 的 延伸 因子 无 法 与 核糖 体 
结合 ,从 而 使 翻译 受阻 。 

a- 昌 曲 霉 素 是 由 一 种 真菌 产生 的 毒素 ,其 作用 机 制 与 葛 麻 毒素 类 似 , 在 真 核 细胞 内 
也 是 作为 一 种 特异 性 的 内 切 核 糖 核酸 酶 可 切断 28S rRNA, 从 而 导致 延 伟 因子 与 核糖 体 
的 结合 受到 抑制 。 不 过 它 也 可 以 作用 细菌 细胞 内 的 23S rRNA, 而 导致 细菌 的 翻译 受阻 。 

苘 香 霉 素 和 放 线 菌 酮 的 抑制 原理 相似 ,都 是 与 真 核 生物 核糖 体 大 亚 基 结 合 ,抑制 其 
肽 酰 转 移 酶 活性 。 


三 、 既 抑制 细菌 又 抑制 真 核 生物 翻译 系统 的 抑制 剂 


少数 抑制 剂 既 能 抑制 细菌 又 能 抑制 真 核 生 物 的 蛋白 质 合成 ,如 味 叭 每 素 。 味 叭 霉 素 。 GE 与 其 他 抑制 剂 相 比 ， 
之 所 以 能 够 “ 通 吃 ”, 是 因为 它 在 分 子 结构 上 与 氨 酰 - tRNA 非常 相似 (图 9- 45), 因 此 在 ”如 叭 蝇 素 需要 更 高 的 剂量 才 
能 达到 同样 的 抑制 效果 。 你 

认为 其 中 的 原因 是 什么 ? 
下 澡 
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翻译 时 也 能 够 进入 A 部 位 ,并 在 肽 酰 转移 酶 催化 下 ,其 氨基 接受 来 自 P 部 位 的 肽 栈 - 
tRNA 分 子 上 的 肽 酰基 ,形成 肽 酰 味 叭 霉 素 。 然 而 ,形成 的 肽 酰 味 吟 霉 素 并 不 能 进行 移 
位 反应 ,而 是 不 久 与 核糖 体 解 离 ,一旦 解 离 下 来 , 肽 链 的 合成 便 提 前 结束 。 味 吟 霉 素 通 过 
这 种 作用 方式 显然 也 可 以 抑制 古 菌 的 蛋白 质 生 物 合成 。 再 如 ,一 种 由 吸水 链 霉 菌 
(SireptomzycesAygroscopicuy) 产生 的 抗生素 潮 霉 素 B(hygromycin B), 可 稳定 氨 栈 - 
tRNA 与 A 部 位 的 结合 从 而 阻止 其 移 位 到 了 部 位 ,致使 翻译 受到 抑制 。 


>>> 


DT 


科学 故事 一 RNA 领带 俱乐部 与 遗传 密码 的 破译 


1953 年 2 月 的 最 后 一 天 ,Francis Crick 面 对 剑 桥 老 磨 酒吧 的 顾客 向 世人 宣布 : 
“我 们 发 现 了 生命 的 秘密 ”。 历 史 证 明 , 他 们 发 现 的 DNA 双 螺 旋 结 构 的 的 确 确 几乎 
蕴藏 着 生命 的 全 部 秘密 ,但 将 其 一 一 揭示 出 来 并 非 易 事 。 

1953 年 ,还 没有 一 个 人 读 过 任何 一 种 DNA 分 子 的 碱 基 序 列 , 即 便 是 其 中 的 一 
个 基因 。 而 人 们 对 蛋白 质 的 认识 要 好 一 些 。 当 时 ,Frederick Sanger 快要 完成 胰岛 
素 的 全 氨基 酸 序列 的 测定 ,其 他 一 些 蛋 白质 片段 的 氨基 酸 序 列 也 有 发 表 。 但 是 , 关 
于 每 一 个 蛋白 质 都 有 精确 的 特定 序列 的 观点 还 没有 完全 被 世人 接受 ,即使 构成 蛋白 
质 的 氨基 酸 种 类 也 存在 争议 。mRNA 和 tRNA 还 没有 被 发 现 ,核糖 体 虽 然 被 人 们 在 
电镜 下 看 到 过 ,但 它 的 功能 也 是 一 无 所 知 。 看 来 ,细胞 中 将 DNA 上 面 的 遗传 信息 转 
化 成 蛋白 质 的 所 有 生化 机 制 都 等 待 着 人 类 去 认识 、 益 明 。 

关于 DNA 的 复制 的 秘密 ,人 们 似乎 更 容易 找到 答案 ,事实 上 Watson 和 Crick 
在 他 们 提出 的 DNA 双 螺 旋 结 构 中 已 有 预测 ,其 中 的 原因 是 因为 探测 复制 机 器 并 不 
需要 先 摘 清 楚 碱 基 序 列 的 含义 ,就 好 像 操作 复印 机 的 人 并 不 需要 明白 复 印 文本 的 
内 容 。 

与 此 相 比 ,揭示 翻译 的 秘密 要 困难 得 多 。 其 中 牵涉 到 很 多 问题 ;例如 ,DNA 直 
接 充 当 蛋 白质 合成 的 模板 吗 ? DNA 双 螺 旋 的 两 条 链 都 贮存 遗传 信息 吗 ? 如 果 是 一 
条 链 , 那 么 如 何 确定 是 哪 一 条 链 呢 ? 

第 一 个 提出 DNA 编码 机 制 的 科学 家 是 George Gamow, 他 既 不 是 生物 学 家 ,也 
不 是 化 学 家 ,而 是 一 位 装 同 “宇宙 大 爆炸 ”理论 的 物理 学 家 。 在 他 最 初 称 为 “钻石 密 
码 ” 的 (The Diamond Code) 的 想法 中 ,认为 双 链 DNA 直接 充当 将 氨基 酸 装 配 成 蛋白 
质 的 模板 。 沿 着 DNA 双 螺 旋 上 沟 中 的 不 同 碱 基 组 合 能 形成 不 同形 状 的 空洞 ,它们 
以 碱 基 为 界 , 就 像 钻 石 的 四 个 面 , 以 容纳 侧 链 不 同 的 氨基 酸 。 每 一 个 空洞 吸引 一 个 
特定 的 氨基 酸 , 当 所 有 的 氨基 酸 沿 着 沟 按照 正确 的 次 序 排 列 好 以 后 ,一 种 酶 从 头 至 
尾 将 它们 聚合 在 一 起 。 

几 年 后 ,Crick 写 道 , "Gamow 工作 的 重要 性 在 于 它 是 一 个 很 抽象 的 编码 理论 ， 
没有 塞 进 许多 不 必要 的 化 学 细节 ”。 然 而 ,Gamow 的 “钻石 编码 论 ” 很 快 就 被 证 明 是 
错误 的 ,取而代之 的 是 新 发 现 的 mRNA 充当 翻译 的 模板 ,但 弄 清 楚 mRNA 上 的 核 
甘酸 序列 如 何 编码 蛋白 质 分 子 上 的 氨基 酸 序列 在 当时 的 条 件 下 是 十 分 困难 的 。 

在 当时 ,许多 研究 者 像 * 独 行 侠 ” 一 样 在 进行 研究 ,而 Gamow 认为 ,取得 进展 的 
最 好 途径 是 集体 的 力量 和 智慧 ,这 样 来 自 不 同 领域 的 科学 家 可 以 一 起 分 享 他 们 的 想 
法 和 成 果 。 于 是 ,在 1954 年 ,他 提议 建立 了 “RNA 领带 俱乐部 ”(RNA Tie Club ) 。 

宗旨 是 解决 RNA 结构 之 证 ,揭示 其 如 何 建造 蛋白 质 的 。 他 们 的 口号 是 “要 么 实 
干 ,要么 死亡 ,要 么 放弃 ”(Do or die,or don't try) 。 
俱乐部 有 20 个 常委 ,每 一 个 代表 一 个 氨基 酸 ,4 个 名 誉 委员 ,每 一 个 代表 一 种 核 


个 9-46 1955 年 ,RNA 俱乐部 的 四 巨头 在 英国 剑桥 会 议 的 一 次 合影 
Crick( 后 左 ) ,Leslie grgel( 后 在) ,Alexander Rich( 前 左 ) 和 Watson( 前 右 ) 


苷 酸 (图 9-46)。 所 有 的 成 员 都 带 有 羊毛 领带 ,其 上 绣 有 绿 黄 螺旋 代表 RNA 的 化 学 
结构 ,而 特制 的 领带 夹 上 刻 有 一 种 氨基 酸 的 三 字母 缩写 。 例 如 ,Gamow 代表 的 是 
ALA,Watson 是 PRO,Crick 是 TYR,Sydney Brenner 是 VAL。 在 成 员 中 ,不 么 许 
多 有 名 的 科学 家 ,其 中 有 8 个 已 经 是 或 者 后 来 成 为 诺 贝 尔 奖 得 主 。 像 Brenner 获得 
2002 年 的 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 , 因 为 他 发 现 了 器 官 发 育 和 细胞 凋 亡 的 基因 控制 机 
制 。 俱 乐 部 的 成 员 每 年 碰头 两 次 ,平时 经 常 通信 保持 联系 ,以 及 时 分 享 那些 还 没有 
成 部 到 在 专业 杂志 上 发 表 的 一 些 奇 想 。1955 年 ,Crick 在 成 员 内 部 提出 了 它 的 “适应 
体 假 说 (Adapter Hypothesis) ,该 假说 从 来 没有 在 合适 的 刊物 上 正式 发 表 。 该 学 说 
的 主要 内 容 是 :细胞 内 有 一 种 未 知 的 结构 携带 着 氨基 酸 将 它们 按照 核酸 链 上 的 对 应 
的 核 茜 酸 序列 排列 ,每 一 种 氨基 酸 需 要 一 种 适应 体 分 子 , 以 及 一 种 特定 的 酶 。 于 是 
共有 二 十 种 酶 ,分 别 催化 每 一 种 氨基 酸 与 其 相应 的 适应 体 分 子 的 结合 。 而 每 一 个 适 
应 体 分 子 通过 必需 的 氨 键 结合 在 核酸 模板 特定 的 位 置 , 在 需要 的 时 候 , 提 供 结合 的 
和 氨基酸 。 后 来 ,Crick 出 版 了 一 个 很 短 的 评论 ,概述 了 它 的 适应 体 假 说 ,并 猜想 适应 
体 可 能 是 一 种 很 小 的 核酸 。 

与 此 同时 ,Gamow 使 用 数学 的 方法 推理 几 个 核 兰 酸 决定 一 个 氨基 酸 , 他 提出 三 
个 核 苷 酸 决 定 一 个 氨基 酸 ,就 能 够 让 四 种 核 音 酸 决 定 20 种 不 同 的 氨基 酸 。 

然而 破译 遗传 密码 的 主要 功臣 Marshall Nirenberg 并 不 是 领带 俱乐部 的 成 员 。 
1961 年 ,他 在 莫斯科 的 一 次 生化 会 议 上 介绍 了 他 破译 的 第 一 个 遗传 密码 UUU。 

在 RNA 领带 俱乐部 在 尝试 破译 遗传 客 码 的 时 候 , 在 NIH 工作 的 Nirenberg 与 
他 的 同事 Johann H. Matthaei 在 做 同样 的 事情 。 他 们 建立 了 无 细胞 翻译 系统 ,在 试 
管 里 研究 由 多 聚 核 苷 酸 磷酸 化 酶 催化 合成 的 简单 RNA 模板 如 何 决定 合成 出 来 的 多 
肽 的 氨基 酸 序 列 。 第 一 个 被 破译 的 密码 是 UUU, 它 决定 Phe, 因 为 在 他 们 建立 的 体 
外 翻译 系统 中 ,多 聚 U 指导 了 多 聚 Phe 的 合成 。 就 在 Nirenberg 还 在 莫斯科 出 席 会 
议 的 时 候 , 他 接 到 了 Matthaei 的 电话 ,被 告知 CCC 可 能 是 Pro 的 密码 。 

后 来 Wisconsin 大 学 的 Gobind Khorana 建立 了 有 机 合成 核酸 的 方法 ,再 加 上 不 
久 建立 的 核糖 体 结合 技术 ,导致 所 有 的 遗传 密码 得 以 破译 。 而 Cornell 大 学 的 化 学 
家 在 其 在 Caltech 学 习 有 蛋白 质 合 成 研究 的 时 候 发 现 了 tRNA。 在 1965 年 ,Holley 得 
到 了 这 种 tRNA 精确 的 结构 。 他 所 发 现 的 RNA 就 是 十 年 前 Crick 提出 的 适应 体 
分 村 。 


1968 年 ,Nirenberg、Khorana 和 Holley 一 道 分 享 了 当年 的 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。 


第 九 章 ”蛋白质 的 生物 合成 
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1. 一 段 来 自 细菌 的 mRNA5 - 端 序列 如 下 : 

5- AGCUUCUAUCAUGGGGUAUCGUCUAUGUAGCGGCUCAUGGUCGGCOGGAUUAGUCACGUA = 3/ 

请 写 出 由 它 翻 译 出 来 的 最 可 能 的 氨基 酸 序列 。 

2.， 哪些 密码 子 只 要 改变 一 个 碱 基 就 会 变 成 终止 密码 子 ? 哪些 密码 子 只 要 突变 一 个 
碱 基 就 可 以 突变 成 编码 带电 荷 的 氨基 酸 残 基 ? 哪些 密码 子 只 要 突变 一 个 碱 基 就 可 以 变 
成 编码 带 相反 电荷 的 氨基 酸 残 基 ? 

3. le-tRNA 合 成 酶 具有 校对 中 心 专门 处 理 可 能 误 载 的 Val(lle 与 Val 在 结构 上 很 
像 ) 。 而 Tyr-tRNA 合 成 酶 就 不 需要 这 样 的 校对 中 心 , 即 使 Tyr 在 结构 上 与 Phe 十 分 相 
似 , 为 什么 ? 

4， 列 举 氨基 酸 被 氨 酰 - tRNA 活化 的 反应 机 制 。 指 出 区 分 第 一 类 和 第 二 类 氮 酰 - 
tRNA 合成 酶 的 三 个 不 同 的 性 质 。 

5. EF-G-GTP 的 三 维 结构 与 EF - Tu. GTP'. 氮 酰 - tRNA 三 元 复合 物 相 似 。 这 
有 什么 意义 ? 

6. 根据 通用 遗传 密码 和 摆动 规则 ,估算 识别 Arg 和 Val 密码 子 的 RNA 的 最 低 
数目 。 

7. 一 种 大 肠 杆菌 致死 型 突变 株 被 发 现 它 的 EFE- Tu 丧失 了 GTP 酶 的 活性 。 如 果 将 
这 种 突变 型 的 EF - Tu 在 正常 的 大 肠 杆菌 细胞 内 过 量 表达 ,也 会 导致 细胞 死亡 。 对 此 请 
给 以 合理 的 解释 。 

8. 在 培养 中 国 仓 鼠 (CCHO) 细 胞 或 者 其 他 哺乳 动物 细胞 的 时 候 ,培养 基 中 要 含有 氮 
基 酸 、 维 生 素 .离子 .激素 和 5 mmolL 葡萄 糖 ( 唯 一 的 碳水 化 合 物 )。 早 在 20 多 年 前 ,就 
有 发 现 , 当 CHO 细胞 在 转移 到 培养 基 中 的 葡萄 糖 浓度 为 0. 1 mmol/L 的 条 件 下 培养 
30 min, 细 胞 被 诱导 大 量 合成 通常 浓度 很 低 的 5 种 特异 性 的 蛋白 质 。 这 5 种 蛋白 质 被 称 
为 葡萄 糖 饥饿 诱导 蛋白 (glucose starvation-induced proteins) ,它们 位 于 粗 面 内 质 网 腔 内 。 
(注意 在 0. 1 mmol/L 葡萄 糖 的 条 件 下 培养 的 细胞 中 的 ATP 水 平 在 30 分 钟 以 后 相当 于 
在 5mmol/ 工 葡萄糖 下 培养 的 ATP 水 平 )。 

(1) 这 5 种 定位 于 内 质 网 腔 的 蛋白 质 属 于 一 类 具有 相似 序列 和 功能 的 蛋白 质 大 家 
族 。 你 认为 它们 是 什么 ? 

《2) 为 什么 葡萄 糖 的 饥 煞 会 导致 这 些 蛋 白质 的 大 量 表达 ? 

(3) 有 人 使 用 一 种 新 的 叫 thiosin 的 药物 (抑制 蛋白 质 二 硫 键 异 构 酶 的 活性 ) 处 理 细 
胞 ,结果 也 发 现 类 似 于 葡萄 糖 饥 俄 诱发 的 反应 。 为 什么 ? 

9. 下 列 事件 或 分 子 对 细菌 的 翻译 过 程 有 何 影响 ? 为 什么 ? 

(1) 突变 使 甲 硫 氨 酰 tRNA 合成 酶 的 活性 中 心 结合 Cys, 而 不 再 结合 Met。 

(2) 抑制 剂 结合 大 亚 基 的 王 部 位 。 

(3) 味 吟 霉 素 的 一 种 衍生 物 , 其 N6,N6 -二 甲 基 腺 味 叭 部 分 被 tRNA 的 3- OH 
取代 。 


(4) 一 个 mRNA 分 子 内 部 的 CAA(Gln) 密 码 子 中 的 C 脱 氨基 转变 成 U。 
10. 一 种 mRNA 的 5- UTR 特别 地 长 ,其 AUG 处 于 不 佳 的 翻译 起 始 环境 。 然 而 令 
人 吃惊 的 是 , 当 细胞 受到 细小 核酸 病毒 感染 以 后 ,其 翻译 水 平 大 增 。 为 什么 ? 


推荐 网 站 : 


1. http://en. wikipedia. org/wiki/Translation (biology) (维基 百科 有 关 翻 译 的 内 容 ) 
2.，http://www. biology-pages. info/TV/Translation. html( 一 个 免费 的 生物 学 网 站 有 
关 翻 译 的 内 容 ) 
3， http://www. rpl edu/deptVybcbp/ymolbiochem/MBWeb/mb2/partly/translate. htm 
《美国 伦 斯 勒 理 工学 院 的 一 个 分 子 生物 化 学 课程 网 站 有 关 蛋 白质 结 构 的 概述 ) 
4，http://themedicalbiochemistrypage. org/ proteinrsynthesis. html( 完 全 免费 的 医学 
生物 化 学 课程 网 站 有 关 翻 译 的 内 容 ) 

5. http://en. wikipedia. org/ wiki/Translational_frameshift( 维 基 百 科 有 关 翻 译 水 平 
移 框 的 内 容 ) 

6.http://vcell. ndsu.nodak. edu/animations/translationyfirst. htm( 美 国 北 达 科 他 州 
立 大 学 下 属 的 虚拟 细胞 动画 集锦 内 有 关 翻 译 的 三 维 动画 ) 

7._ http://bioinformatics. sandia. gov/tmrnay (美国 Sandia 国家 实验 室 下 属 生 物 信息 
学 有 关 tmRNA 的 网 站 ,内 有 各 种 生物 来 源 的 tmRNA 的 信息 和 资料 ) 
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分 拣 .定向 和 水 解 


不 论 是 细 苗 和 襄 菌 ,还 是 真 核 生 物 , 在 细胞 中 直接 翻译 出 来 的 产物 通常 是 没有 功能 
的 ,必须 经 历 适 当 的 后 加 工 反 应 并 进行 扳 以 后 ,才能 最 终 成 为 有 特定 三 维 结构 的 功能 
分 子 ; 此 外 ,不 同 的 蛋白 质 在 细胞 中 最 后 的 定位 也 并 非 相同 ,需要 通过 共 翻 译 或 翻译 后 定 
向 (targeting) 与 分 拣 (sorting) ,才能 各 就 各 位 .各 尽 其 职 ; 还 有 ,细胞 内 的 蛋白 质 都 有 一 定 
的 半衰期 ,在 一 定 的 条 件 下 可 发 生 选 择 性 降解 。 

本 章 将 主要 介绍 细胞 内 各 种 形式 的 翻译 后 加 工 反 应 多肽 链 的 折 和 大 和 和 蛋白质 定 向 与 
分 拣 机 制 , 以 及 真 核 生物 细胞 内 依赖 于 泛 素 和 蛋白酶 体 的 选择 性 降解 机 制 。 


第 一 节 “翻译 后 加 工 


翻译 后 加 工 并 不 是 一 定 要 等 到 翻译 结束 以 后 才 可 以 进行 。 事 实 上 ,很 多 后 加 工 反 应 
在 多 肽 链 还 没有 从 核糖 体 上 释放 出 来 的 时 候 就 已 经 开始 。 在 翻译 期 间 , 位 于 多 肽 离开 通 
道 的 多 肽 片段 由 于 受到 核糖 体 的 保护 ,一 般 不 会 受到 后 加 工 。 一 旦 它们 从 离开 通道 “ 探 
出 头 来 ”, 就 可 以 经 历 各 种 形式 的 翻译 后 加 工 。 

翻译 后 加 工 的 主要 方式 有 :多 肽 链 的 剪 切 、 修 剪 或 剪接 .N 端 添 加 氨基 酸 、 氮 基 酸 残 
基 的 修饰 .二 硫 键 的 形成 .添加 辅助 因子 (金属 离子 .辅酶 或 辅 基 ) .多肽 链 的 折 蚕 和 四 级 
结构 的 形成 。 


一 、 多 肽 链 的 剪 切 和 修剪 


绝 大 多 数 蛋 白质 必须 经 过 特定 的 修剪 或 /和 剪 切 反应 ,以 去 除 一些 多 余 的 氨基 酸 序 
列 , 最 后 才能 成 为 有 功能 的 分 子 。 对 多 肽 链 的 切割 是 在 特定 的 蛋白 酶 催化 下 进行 的 , 例 
如 位 于 分 谈 蛋 白 N 端 信号 序列 的 切除 由 专门 的 信号 肽 酶 催化 ,N 端 氨基 酸 的 切除 由 专门 
的 甲 硫 氨 酸 - 氨 肽 酶 (Metraminopeptidase) 催 化 。 


C 肽 
A 链 
国 而 | 国 -coof 
FHDN 
信号 肽 “”B 链 


前 胰岛 素 原 


侠 10-1 前 胰岛 素 原 的 后 加 工 
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以 胰岛 素 (insulin) 为 例 , 其 最 初 的 前 体 是 由 单一 肽 链 组 成 的 前 胰岛 素 原 
(preproinsujin), 需 要 先后 在 内 质 网 和 高 尔 基体 经 历 两 次 剪 切 反应 ,分 别 去 除 N 端 信号 序 
列 和 内 部 的 连接 肽 (connecting peptide,C - 肽 ) 序 列 之 后 ,才能 最 终 成 为 由 A 链 和 也 链 组 
成 的 有 活性 产物 (图 10 -1); 再 如 , 胰 高 血糖 素 的 前 体 为 180 氨基 酸 残 基 组 成 的 前 胰 高 血 
糖 素 原 , 也 需要 经 过 两 次 前 切 , 最 后 才 得 到 由 29 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 活性 胰 高 血糖 素 ; 
还 有 , 脑 垂 体 前 叶 分 泌 的 促 肾 上 腺 皮质 激素 (adrenocorticotropin,ACTH) 来 自 一 种 多 聚 
蛋白 质 前 体 一 一 促 阿 黑 皮 素 原 (pro-opiomelanocortin, POMC) 。POMC 通过 不 同形 式 的 
剪 切 可 产生 ACTH、 促 黑 激 素 (melanocyte-stimulating hormone, MSH) 、 促 脂 解 素 
(lipotropin) 以 及 阿片 肽 Copioid peptide) 等 9 种 产物 (图 10- 2); 此 外 ,许多 逆转 录 病 毒 的 
sag 基因 和 zol 基因 的 翻译 产物 是 GAG- POL 多 聚 蛋白 (polyprotein) ,需要 在 病毒 编码 
的 蛋白 酶 催化 下 ,经 过 剪 切 才能 释放 出 单个 蛋白 质 。 


POMC 基 因 
DNA 


计 MSH ACTH P 促 脂 解 素 


| 
o-MSH CLIP “六 促 脂 解 素 p- 内 啡 肽 


桓 到 
p-MSH “Met- 脑 啡 肽 
全 10-2 POMI 的 剪 切 


多 肽 链 的 水 解 切 割 似 乎 很 奇怪 :既然 不 需要 ,又 为 什么 要 合成 ? 也 许 有 三 个 理由 可 
以 对 此 进行 解释 :首先 ,可 以 引进 多 样 性 。 例 如 ,对 多 肽 链 N 端的 切割 可 在 N 端 引入 多 
样 性 ,否则 所 有 蛋白 质 在 N 端的 氨基 酸 都 是 甲 硫 氨 酸 。 由 于 一 种 蛋白 质 的 半衰期 在 很 大 
程度 上 与 N 端 氨基 酸 残 基 的 性 质 有 关 ( 见 第 三 节 细胞 内 和 蛋白 质 的 选择 性 降解 ) , 故 这 样 
的 切割 直接 改变 和 ”内 定 " 了 各 种 蛋白 质 的 半衰期 ;其 次 ,水 解 切割 可 以 作为 控制 一 种 蛋 
白质 生物 活性 的 重要 手段 。 例 如 , 酶 原 的 水 解 激活 ,具体 的 例子 有 动物 的 消化 酶 .凝血 系 
统 、 补 体系 统 和 细胞 凋 亡 等 ,还 有 前 激素 原 转变 为 激素 等 。 而 且 , 某 些 蛋 白质 N 段 前 序列 
(pro-seqduence) 可 能 作为 一 种 分 子 内 的 分 子 伴侣 ,保证 活性 中 心 能 进行 正确 的 折 麦 ;最 
后 ,前 切 参与 蛋白 质 的 定向 和 分 拣 过 程 。 


三 \N 端 添 加 氨基 栈 


某 些 翻译 好 的 蛋白 质 在 特定 的 条 件 下 ,可 在 N 端 添 上 额外 的 氨基 酸 残 基 ,但 添加 氢 
基 酸 的 场所 并 非 核糖 体 。 催 化 此 类 反应 的 酶 是 氨 酰 - tRNA : 蛋白质 转 移 酶 (aminoacyl- 
tRNA protein transferases) ,其 中 氨 酰 - tRNA 是 氨基 酸 残 基 的 供 体 。 例 如 ,在 一 些 真 核 
细胞 内 已 发 现 一 种 精 氮 酰 -tRNA: 蛋 白质 转移 酶 ,可 催化 精 氮 酰 -tRNA 分 子 中 的 Arg 残 
基 转 移 到 靶 蛋 白 分 子 的 N 端 。 既 然 N 端 氨基 酸 的 性 质 与 一 种 蛋白 质 的 半衰期 有 关 , 那 
么 N 端 添加 一 种 新 的 氨基 酸 以 后 可 改变 原来 蛋白 质 的 稳定 性 。 


三 、 昌 和 白质 草 接 
蛋白 质 剪接 是 指 将 构成 蛋白 质 多 肽 链 内 部 的 一 段 氨基 酸 序列 切除 ,同时 将 两 端的 序 
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列 连 接 在 一 起 的 后 加 工 方式 (图 10-3)。 被 切除 的 肽 段 称 为 内 含 肽 (intein) ,被 保留 并 连 
接 在 一 起 的 肽 段 称 为 外 显 肽 Cextein) 。 

1990 年 ,Kane P. M. 首先 发 现 , 酵 母液 泡 膜 上 的 了 -ATP 酶 的 催化 亚 基 能 发 生 蛋 
白质 剪接 ,此 亚 基 由 7 说 基因 编码 ,大 小 为 69 kDa, 但 根据 好 zl 基因 的 ORF 推导 出 来 
的 结果 应 该 是 119 kDa。 在 测定 它 的 一 级 结构 以 后 发 现 ,其 N 端 序列 和 C 端 序 列 与 基因 
的 ORF 推断 出 来 的 结果 完全 一 致 ,但 缺乏 ORF 中 间 的 一 段 序 列 ,那么 中 间 近 50 kDa 的 
序列 到 哪里 去 了 呢 ? 在 使 用 Northern 印迹 和 定点 突变 技术 分 别 排除 了 发 生 mRNA 前 体 
剪接 和 跳跃 翻译 的 可 能 性 以 后 ,于 是 最 有 可 能 的 解释 是 它 在 蛋白 质 水 平 发 生 了 剪接 。 

已 在 细菌 . 古 菌 和 单 细 胞 真 核 生 物 中 ,发 现 了 150 多 种 内 含 肽 。 这 些 内 含 肽 存在 于 
几 十 种 蛋白 质 分 子 中 ,长 度 不 等 。 有 的 蛋白质 的 内 含 肽 还 不 止 一 个 。 


N- 外 显 肽 内 含 肽 C- 外 显 肽 
DNA 二 RSSRy -3 
‖ 转录 
N- 外 显 肽 内 含 肽 C- 外 显 肽 
mRNA 一 一 一 一 症 一 人 
和 蛋白质 前 体 | -CC- 外 显 肽 
和 蛋白质 拼接 
成 熟 的 蛋白 质 + 夺 肉 格 膜 避 本 


伪 10-3 蛋白 质 剪 接 图 解 


有 的 蛋白 质 不 仅 发 生 蛋 白质 剪接 ,其 mRNA 前 体 也 发 生 剪接 ,例如 ,有 一 种 生活 在 
海洋 里 的 蓝 细 菌 一 一 红海 束 毛 藻 (CT7richodesmzzzza erythzraex2) ,其 由 玉 玉 基因 编码 的 核 
霸 酸 还 原 酶 Cribonucleotide reductase) 就 是 一 例 。 此 酶 mRNA 前 体 含 有 3 个 内 含 子 ,而 
和 蛋白质 前 体 含 有 4 个 内 含 肽 (图 10 -4)。 


红海 束 毛 菠 的 RIR 基 因 (13 $60 bp) 


一 站 一 一 -一 上 一 一 有 一 人 
| 转录 
mRNA 前 体 (13 560 nt) 。 量 ，X 畦 “IF 二 国 ===|== 国 = 和 
| RNA 剪 接 
成 熟 的 nRNA (6 720 nt) 国 本 一 腹 王 一 各 一 一 柄 
| 
蛋白 质 前 体 (2 240 aa) 思 呈 g 关 
| 要 白质 前 
成 熟 的 蛋白 质 (769 aa) TEL 


倍 10-4 红海 束 毛 藻 的 RIR 基因 的 表达 
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如何 设 计 一 个 实验 ， 
证 明 蛋 白质 剪接 是 一 种 自 众 
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还 有 一 些 蛋 白质 的 内 含 肽 是 断裂 的 ,需要 通过 反 式 剪接 才能 将 其 两 侧 的 外 显 肽 连接 
起 来 ,形成 有 功能 的 蛋白 质 。 例 如 ,来源 于 一 种 蓝 细菌 一 一 集 胞 藻 (Synechocysiis 沪 . ) 的 
DNA 聚合 酶 亚 基 , 它 的 基因 (dxzaE) 在 基因 组 之 中 断裂 成 2 个 部 分 (dma 天 -7 和 cncE - 
c)。 这 两 个 部 分 相距 745 kb, 各 自 独 立 转录 和 翻译 ,但 翻译 的 多 肽 前 体 分 别 在 C 端 和 
N 端 含有 断裂 的 内 含 肽 ,通过 反 式 剪接 ,让 位 于 两 条 肽 链 上 的 外 显 肽 被 连接 在 一 起 ,成 为 
有 功能 的 DNA 聚合 酶 亚 基 (图 10-5)。 


集 胞 营 基 因 组 
(3 573 kb) 


ws 745 kb 反 


[ER LE 
2G 开 -7 I20e 


/]/ 转录 ， 翻 译 


N- 内 含 肽 “C- 内 含 肽 
右 质 前 休 “NE “| 9 -< 


反 式 重 白 质 剪接 


有 活性 的 DNA 
聚合 酶 w 亚 基 NE -C 
食 10-5 和 集 胞 藻 的 DNA 聚合 酶 c 亚 基 前 体 的 反 式 剪接 


关于 和 蛋白 质 剪接 的 分 子 机 制 ,一 般 认 为 属于 自 众 化 反应 (图 10 - 6) ,自我 剪接 必需 的 
顺 式 元 件 位 于 内 含 肽 的 两 端 。 

蛋白 质 剪接 前 后 发 生 四 步 相 互 独立 的 分 子 内 反应 ,前 三 步 由 单一 位 点 上 的 内 含 肽 催 
化 ,最 后 一 步 是 自发 的 形成 肽 键 的 重 排 反 应 。 

(1) N->X 的 脂 酰基 重 排 (acyl rearrangement) 

这 是 蛋白 质 剪接 的 第 一 步 反 应 ,由 内 含 肽 第 一 个 保守 的 Cys/Ser 残 基 侧 链 的 琉 基 或 
羟基 亲 核 进攻 N -剪接 点 的 痰 基础 。 此 反应 导致 蛋白 质变 成 阴离子 ,形成 酯 键 或 硫 酯 键 。 

(2) 转 酯 反应 

这 一 步 反 应 涉及 C- 外 显 肽 的 保守 性 Cys/Ser/Thr 残 基 侧 链 的 苞 基 或 羟基 , 亲 核 进 
攻 在 N 端 剪接 点 刚 形 成 的 酯 键 或 硫 酯 键 ,导致 外 显 肽 的 连接 。 

(3) Asn 的 环 化 

此 步 反 应 由 内 含 肽 在 C -剪接 点 上 的 Asn 的 酰胺 氮 , 亲 核 进攻 其 自身 主 链 上 的 败 基 ， 
导致 发 生 环 化 ,并 释放 出 内 含 肽 。 

(4) X~N 的 脂 酰基 重 排 

在 这 一 步 中 ,由 C- 内 含 肽 在 第 三 步 反 应 中 游离 出 来 的 -氨基 ,进攻 N -外 显 肽 在 
C 端的 阁 基 ,导致 两 个 外 显 肽 以 更 加 稳定 的 肽 键 相连 。 

以 上 四 步 反 应 构成 蛋白 质 剪接 的 主要 途径 ,但 某 些 蛋白 质 的 剪接 与 此 途径 不 完全 相 
同 , 这 主要 表现 在 前 两 步 反 应 ,是 由 C- 外 显 肽 N 端的 Cys 残 基 侧 链 的 琉 基 作为 亲 核 试 
剂 ,直接 进攻 N -剪接 点 的 肽 键 , 不 需要 在 内 含 肽 和 剪接 点 之 间 形 成 酯 键 或 硫 酯 键 中 间 
物 ,于 是 就 省 去 了 一 步 转 酯 反应 。 
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内 含 肽 可 进一步 分 为 小 内 含 肽 (mini-intein) 和 大 内 含 肽 ,其 中 前 者 只 有 自我 剪接 结 
构 域 ,后 者 还 有 一 种 位 点 特异 性 内 切 酶 结构 域 。 自 我 前 接 必 需 的 顺 式 元 件 位 于 内 含 肽 的 
N 端 和 C 端 区 域 。 一 类 名 为 位 点 特异 性 的 归 巢 核酸 酶 (sitespecific homing 
endonuclease, HO) 与 大 内 含 肽 的 核酸 内 切 酶 结构 域 有 高 度 的 同 源 性 ,特别 是 在 活性 中 心 
一 段 十 二 肽 (dodecapeptide) 序 列 上 。 已 知 HO 由 第 一 类 内 含 子 编码 ,功能 是 调节 第 一 类 
内 含 子 基 因 的 转 位 , 即 内 含 子 从 含有 它 的 基因 单 向 地 转移 到 缺乏 它 的 基因 ,这 种 转 位 称 
为 内 含 子 归 梨 (Cintron homing) 。 内 切 核酸 酶 活性 可 以 使 编码 大 内 含 肽 的 基因 片段 ,水 平 
转移 到 无 内 含 肽 的 蛋白 质 基因 的 内 部 :内 含 肽 一 旦 被 释放 , 即 可 作为 一 种 特殊 的 内 切 核 
酸 酶 ,催化 自身 的 DNA 转移 到 其 他 基因 的 内 部 ,因此 内 含 肽 可 视 为 最 原始 的 一 类 传染 性 
分 子 。 但 是 ,内 含 肽 并 不 危害 宿主 基因 ,因为 它 一 旦 表达 就 被 切除 ,而 留 下 一 个 有 功能 的 
蛋白 质 。 从 进化 的 角度 来 看 ,内 含 肽 不 仅 是 自私 的 ,而 且 能 够 控制 蛋白 质 的 激活 ,因为 内 
含 肽 能 够 保证 一 种 蛋白 质 先 合成 没有 活性 的 形式 ,在 经 过 自我 剪接 以 后 才 会 有 活性 。 
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\ 个 别 氨基 酸 残 基 的 修饰 


氨基 酸 残 基 的 修饰 主要 发 生 在 各 种 氨基 酸 残 基 侧 链 上 ,有 时 也 发 生 在 N 端的 氨基 
或 C 端的 羧基 上 。 对 氨基 酸 残 基 的 修饰 不 仅 可 以 改变 蛋白 质 的 理化 性 质 , 吏 重要 的 是 还 
可 以 用 来 调节 许多 酶 或 蛋白 质 的 活性 。 

(1) 磷酸 化 

磷酸 化 是 一 种 最 常见 的 化 学 修饰 ,由 蛋白 质 激酶 催化 , 主要 发 生 在 Ser、Thr 和 Tyr 
这 三 种 羟基 氨基 酸 上 (图 10- 7), 对 于 细菌 和 古 菌 而 言 , 被 修饰 的 氨基 酸 主 要 是 His。 真 
核 生 物 主 要 借助 于 磷酸 化 来 调节 一 系列 蛋白 质 或 酶 的 活性 ,而 细菌 和 古 菌 能 通过 His 的 
磷酸 化 感应 环境 中 的 信号 并 对 信号 刺激 做 出 反应 。 

蛋白 质 的 磷酸 化 是 可 逆 的 ,催化 磷酸 基 团 水 解 的 是 磷 蛋 白 奋 酸 酶 。 
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(2) 乙酰 化 Cacetylationy) 

某 些 蛋白 质 可 发 生 乙酰 化 修饰 ,被 修饰 的 位 点 可 能 是 多 肽 链 N 端 游离 的 氨基 ,也 可 
能 是 肽 链 内 部 的 某 个 Lys 残 基 侧 链 上 的 氨基 ,其 中 乙酰 基 来 自 乙酰- CoA。 例 如 , 真 核 生 
物 通过 对 组 蛋白 的 乙酰 化 来 改变 核 小 体 的 结构 ,以 此 来 激活 基因 的 表达 。 

(3) 申 基 化 (methylationy) 

某 些 蛋白 质 通过 甲 基 化 修饰 来 改变 活性 。 例 如 ,组 蛋白 H4 的 Lys20 可 以 被 单 甲 基 
化 或 双 甲 基 化 修饰 。 

(4) 送 基 化 Cecarboxylation) 

大 多 数 参 与 凝血 过 程 的 凝血 因子 含有 这 种 化 学 修饰 。 例 如 ,凝血 酶 原 (prothrombin) 
在 N 端 32 个 氨基 酸 序 列 中 ,含有 多 个 羧基 化 的 Glu, 这些 修饰 的 残 基 是 其 活性 所 必 
需 的 。 

(5) 凑 基 化 (hydroxylation) 

胶原 蛋白 分 子 中 的 且 氨 酸 残 基 变 成 产 睛 氨 酸 是 产 基 化 修饰 最 典型 的 例子 ,此 羟基 化 
反应 由 且 氨 酸 产 基 化 酶 (prolyl hydroxylase) 催 化 ,该 酶 由 两 个 和 两 个 B 亚 基 组 成 ,其 中 
B 亚 基 还 有 蛋白质 二 硫 键 异 构 酶 的 活性 。 此 外 ,胶原 蛋白 的 赖 氨 酸 也 可 以 凑 基 化 , 变 成 
凑 赖 氮 酸 。 

(6) 灶 天 化 (glycosylation) 

真 核 生 物 许多 胞 外 蛋白 和 定位 在 质 膜 上 的 膜 蛋白 以 及 溶 酶 体 蛋白 是 糖 蛋白 ,如 抗 
体 、 红 细胞 生成 素 和 锥 体 虫 表面 糖 蛋白 以 及 洲 酶 体 相 关 膜 糖 蛋 白 (lysomer-associated 
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membrane glycoproteins，LAMP) , 正 是 糖 基 化 修饰 才 使 这 些 蛋 白质 变 成 糖 蛋 白 。 糖 基 
通常 修饰 在 Ser/Thr(O 型 连接 ) 或 Asn(CN 型 连接 ) 残 基 上 。 糖 基 化 不 仅 能 改变 蛋白 质 的 
理化 性 质 , 还 能 通过 空间 位 阻 保护 蛋白 质 ,防止 蛋白 酶 的 水 解 。 此 外 , 它 在 细胞 识别 过 程 
也 起 重要 作用 。 

守 糖 基 是 在 内 质 网 或 高 尔 基体 引入 的 。 糖 蛋白 合成 中 的 糖 基 供 体 为 活化 的 单 糖 单 
位 ,由 单 糖 与 核 苷 酸 偶 联 在 一 起 ,如 UDP - 葡 糖 `\UDP- N -乙酰 葡 糖 胺 .GDP -甘露 糖 和 
CMP-N- 乙 酰 神 经 氨 酸 。 

O -连接 的 糖 蛋白 先是 在 游离 的 核糖 体 上 合成 ,然后 在 信号 肽 的 引导 下 进入 内 质 网 ， 
但 糖 基 化 修饰 完全 在 翻译 后 水 平 进行 ,而 且 只 发 生 在 高 尔 基体 。 在 这 里 , 糖 基 是 一 个 个 
依次 直接 连 到 多 肽 链 上 的 ,反应 由 高 尔 基体 内 一 系列 的 特异 性 糖 蛋 白糖 基 转 移 酶 
(glycoprotein glycosyltransferase) 众 化 的 。 每 一 种 特定 的 究 糖 基 序 列 是 由 不 同 的 糖 基 转 
移 酶 按照 一 定 次 序 作 用 的 结果 。 

N -连接 的 糖 蛋白 也 先 在 游离 的 核糖 体 上 合成 ,然后 在 信号 肽 的 引导 下 进入 内 质 网 ， 
但 以 共 翻 译 的 形式 在 内 质 网 腔 内 进行 糖 基 化 修饰 ,然后 再 转移 到 高 尔 基 体 进 行进 一 步 
修饰 。 
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N -连接 的 糖 蛋白 分 子 上 的 糖 基 并 非 在 多 肽 链 上 一 个 个 直接 添加 的 ,而 是 先 预 装配 
到 一 种 萌 类 中 间 物 一 一 磷酸 多 莫 醇 (dolichol phosphate) (图 10- 8) 上 ,然后 再 集体 转移 
到 靶 蛋 白 分 子 特定 的 Asn 残 基 上 ,这 里 的 Asn 一 般 位 于 Asn-X- Ser/Thr 序列 之 中 。 
具体 步骤 如 下 (图 10 -9) :首先 ,在 内 质 网 膜 上 的 二 磷酸 多 帖 醇 的 磷酸 基 团 上 依次 添加 糖 
GlceNAc 
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图 10-9% N- 连 接 的 寡 糖 基 的 添加 
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基 , 预 装 一 段 守 糖 序列 ,形成 多 熙 醇 - 磷 酸 -磷酸 - 窒 糖 中 间 物 。 最 初 的 糖 基 转 移 反 应 在 内 
质 网 细胞 质 基质 一 侧 进 行 , 后 来 磷酸 多 想 醇 在 膜 上 发 生 了 翻转 ,于 是 反应 场所 就 变更 到 
了 内 质 网 腔 。 当 预 装 的 寡 糖 序列 合成 好 以 后 ,就 在 内 质 网 上 的 诊 糖 基 转 移 酶 
(Coligosaccharyltransferase) 催 化 下 ,被 作为 一 个 整体 一 齐 转移 到 靶 肽 链 上 。 

预 装 的 寡 糖 基 被 转移 到 蛋白 质 分 子 上 以 后 , 随 着 蛋白 质 从 内 质 网 向 高 尔 基 体 的 转 
移 , 朝 糖 基 的 组 成 会 发 生 改变 , 某 些 糖 基 被 特定 的 糖苷 酶 切除 ,而 某 些 糖 基 又 被 特定 的 糖 
基 转 移 酶 添加 上 来 ,最 终 形 成 成 熟 的 守 糖 链 。 一 开始 ,未 端的 葡 糖 残 基 被 膜 上 对 ac- 1， 
2 -糖苷 键 特异 的 葡 糖 苷 酶 I (glucosidase 工 ,GI) 切 除 。 随 后 , 剩 下 的 2 个 葡 糖 残 基 再 
被 可 溶性 的 对 w- 1,3 -糖苷 键 特异 的 葡 糖 苷 酶 下 (glucosidase L ,GEI) 切 除 。 在 葡 糖 残 
基 被 切除 以 后 ,ac- 甘 露 糖苷 酶 (ac- mannosidases) 再 切除 几 个 甘露 糖 残 基 。 于 是 ,在 受到 
不 同 的 葡 糖 苷 酶 和 甘露 糖苷 酶 作用 以 后 ,一段 含有 3 个 甘露 糖 和 2 个 GlcNAc 残 基 的 核 
心 朝 糖 序列 留 在 多 肽 链 上 。 再 经 过 一 系列 的 糖 基 转 移 酶 和 糖苷 酶 的 作用 ,其 他 糖 基 被 汐 
加 到 核心 诊 糖 链 上 ,最 后 形成 特定 的 N -连接 糖 和 蛋白 。 

(7) 核 香 酸化 (nucleotidylation) 

细菌 很 少 使 用 磷酸 化 来 调节 和 蛋白质 或 酶 的 活性 ,但 它们 可 使 用 核 何 酸化 来 调节 酶 活 
性 。 例 如 ,大 肠 杆菌 的 谷 所 酰胺 合成 酶 在 一 个 Tyr 残 基 被 腺 昔 酸 化 以 后 就 无 活性 了 , 催 
化 这 种 修饰 的 是 一 种 调节 蛋白 P[I ,而 PI[ 本 身 的 活性 又 由 它 的 一 个 Tyr 残 基 的 屎 苷 酸 
化 控制 。 

(8) 脂 获 基 化 (lipidation) 

这 是 发 生 在 脂 锚 定 蛋白 分 子 上 的 一 种 化 学 修饰 ,这 些 蛋 白质 含有 共 价 修饰 的 脂 酰 
基 。 例 如 ,Src 蛋白 的 N 端 Gly 残 基 可 被 豆 翘 酰 化 (myristoylation) 修饰 , 视 和 蛋 上 的 一 个 
Cys 残 基 可 被 软 脂 酰 化 修饰 。 这 些 蛋 白质 需要 借助 于 玻 水 的 脂 酰 基 锚 定 在 膜 上 。 

(9) 异 戊 二 焕 化 Cisoprenylation) 

这 是 发 生 在 脂 锚 定 蛋白 分 子 上 的 另外 一 种 化 学 修饰 ,这 种 共 价 修饰 可 在 皇 白 质 的 表 
面 引入 若干 个 聚合 在 一 起 的 疏水 异 戊 二 烯 基 团 ,从 而 使 重 白质 能 够 锚 定 在 生物 膜 上 。 噶 
成 二 烯 基 团 被 添加 到 和 蛋白质 C 端的 Cys 残 基 上 ,通过 硫 酯 键 相 连 。 例 如 ,参与 多 种 生长 
因子 介 导 的 信号 转 导 的 Ras 蛋白 就 是 通过 这 种 方式 , 锚 定 在 细胞 膜 内 层 的。 一 些 可 以 抑 
制 异 友 二 烯 化 的 试剂 已 被 发 现 具 有 抑制 肿瘤 生长 的 效果 ,这 显然 是 它们 抑制 了 Ras 和 蛋 上 

(10) 酰 腕 化 Camidationy) 

酰胺 化 主要 发 生 在 多 肽 链 C 端 氨基 酸 残 基 上 ,以 Gly 残 基 的 酰 胶 化 最 常见 。 动 物体 
内 的 一 些 赛 肽 激素 (如 促 甲 状 腺 素 释放 因子 ) 通 过 酰胺 化 保护 自己 ,延长 其 半衰期 。 

(11) 施 栈 化 (Cubiquitinylationy) 

泛 栈 化 发 生 在 目标 蛋白 内 某 一 特定 的 Lys 残 基 的 侧 链 上 ,经 过 该 修饰 ,Lys 残 基 的 
s- 氨 基 与 泛 素 的 C 端 羧基 形成 异 肽 键 (isopeptide bond) 。 这 种 修饰 通常 是 真 核 生 物 胞 内 
蛋白 质 被 蛋白 酶 体 (proteasome) 选 择 性 降解 的 先兆 (参看 第 三 节 细 胞 内 和 蛋白 质 的 选择 性 
降解 ) 。 


小 泛 素 相关 修饰 物 (small ubiquitin-like modifier,SUMO) 是 一 类 类 似 泛 素 的 小 盘 听 ， 
其 C 端 Gly 残 基 的 游离 羧基 可 像 泛 素 一 样 与 目标 蛋白 分 子 上 的 某 个 Lys 残 基 形 成 异 肽 
键 。 这 种 化 学 修饰 也 是 真 核 生 物 特 有 的 ,其 功能 主要 是 参与 调节 基因 表达 、 和 蛋白 质 的 稳 
定性 .蛋白 质 在 细胞 核 - 细 胞 质 基质 之 间 的 转运 .细胞 鞠 亡 以 及 胁迫 反应 等 。 

(13) ADP - 核 灶 基 化 修饰 (ADP ribosylationm) 

ADP -核糖 基 化 修饰 是 指 来 自 辅酶 [分 子 中 的 ADP -核糖 基 被 转移 到 特定 的 蛋白 质 
分 子 上 的 过 程 ,被 修饰 的 氨基 酸 残 基 是 Arg 或 Lys。 这 种 化 学 修饰 分 为 单 ADP -核糖 基 


第 十 章 ”蛋白质 的 翻译 后 加 工 、 分 拣 \ 定向 和 水 解 


化 和 多 聚 ADP -核糖 基 化 。 细 胞 内 有 很 多 重要 过 程 与 此 种 修饰 有 关 , 如 信和 号 转 导 、DNA 
修复 .基因 表达 调控 和 细胞 凋 亡 等 。 此 外 ,一 些 细菌 外 毒素 的 作用 机 制 也 与 此 修饰 有 关 ， 
例如 在 小 肠 上 皮 细 胞 内 ,霍乱 毒素 可 催化 Gs 蛋白 的 ADP -核糖 基 化 ,而 导致 Gs 蛋白 形 
失 GTP 酶 的 活性 。 再 如 ,在 呼吸 道上 皮 细 胞 内 ,百日咳 毒素 可 催化 Gi 蛋白 的 ADP - 核 
糖 基 化 修饰 ,而 导致 其 无 法 被 激活 。 还 有 ,在 真 核 细胞 和 古 菌 细胞 内 ,白喉 毒素 可 催化 翻 
译 延 伸 因 子 2 的 ADP -核糖 基 化 ,而 导致 它们 失 活 。 

(4) 脱氧 产 基 腐 胺 化 (hypusination) 

这 种 修饰 存在 于 所 有 真 核 生 物 参 与 翻译 起 始 的 起 始 因子 eIF - 5A 和 十 菌 的 起 始 因 
子 aIF-5A 上 ,目前 还 没有 在 其 他 的 蛋白 质 分 子 上 发 现 有 这 种 修饰 。 被 修饰 的 氨基 酸 残 
基 位 于 高 度 保 守 环 境 中 的 K50 上 (图 10 - 10)。 它 是 eaF-5A 和 aIF-5A 的 功能 所 必 
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elFSA ) (CH:)NH: 


HN 
HIN vvAwNH， | 脱氧 腐 胺 合 酶 
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脱氧 腐 胺 羟 化 酶 


OH 
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(15) 三 基 化 (Ciodinationy) 

这 种 修饰 较为 罕见 ,比较 熟悉 的 例子 是 甲状 腺 球 蛋白 (thyroglobin) 在 释放 出 内 部 的 
申 状 腺 素 之 前 ,分 子 内 的 多 数 Tyr 残 基 进 行 了 碘 基 化 修饰 。 

(16) 亚 硝 基 化 Cnitrosylation) 

这 种 修饰 是 气体 信和 号 分 子 NO 在 细胞 内 与 蛋白 质 分 子 上 的 一 个 Cys 残 基 发 生 反应 
的 产物 , 它 与 NO 的 作用 有 一 定 的 关系 ,其 功能 与 DNA 修复 .基因 表达 调控 和 细胞 凋 亡 
等 有 一 定 的 关系 。 

(17) 硫酸 化 

硫酸 化 修饰 发 生 在 纤维 蛋白 原 和 其 他 一 些 分 刻 蛋 白 ( 如 胃 雍 素 ) 分 子 上 ,被 修饰 的 是 
Tyr 残 基 。 通 用 的 硫酸 基 团 的 供 体 为 3 -磷酸 腺 苷 - 5 -磷酸 硫酸 (3 - phosphoadenosyl - 
5 - phosphosulfate,PAPS) 。 

(18) 瓜 氨 酸化 (Ceitrullination) 

这 种 化 学 修饰 是 指 蛋 白质 分 子 中 某 一 个 Arg 残 基 转变 为 瓜 氨 酸 的 过 程 , 它 是 在 钙 离 
子 依赖 性 的 肽 酰 精 氨 酸 脱 亚 氨基 酶 (peptidylarginine deiminase,PAD) 的 催化 下 完成 的 ， 
这 是 一 种 不 可 逆 的 化 学 修饰 。 已 发 现 ,这 种 修饰 与 机 体内 的 一 些 异 党 病理 特征 有 关 :, 如 
某 些 神经 性 退化 性 疾病 和 炎症 反应 等 。 此 外 ,组 蛋白 可 因为 这 种 化 学 修饰 而 影响 到 基因 
的 表达 。 

(19) 消 旋 化 (racemizationy) 

核糖 体 在 翻译 的 时 候 , 直 接 参 和 到 肽 链 之 中 具有 手 性 的 氨基 酸 只 能 是 工 型 ,因此 在 
核糖 体 上 合成 的 肽 和 蛋白质 似乎 是 不 可 能 含有 D 型 氨基 酸 的 。 然 而 ,已 在 许多 革 兰 氏 阳 
性 细菌 产生 的 羊毛 硫 抗生素 (lantibiotics) 和 海 蜗牛 (marine cone snail) 毒 液 中 存在 的 芋 螺 
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毒素 (conotoxin) 中 ,发现 了 D 型 氨基 酸 。 羊 毛 硫 抗 生 素 和 苹 螺 毒素 都 是 在 核 糙 体 上 合成 
的 肽 ,显然 它们 带 有 的 了 D 型 氨基 酸 是 由 相应 的 工 型 氨基 酸 在 特定 的 异 构 酶 催化 下 发 生 消 
旋 化 而 成 。 


五 .形成 二 硫 键 


对 于 细菌 和 真 核 生物 来 说 ,许多 胞 外 蛋白 质 含 有 二 硫 键 , 但 对 古 菌 而 言 , 许 多 胞 内 和 蛋 
白质 也 含有 二 硫 键 ,这 显然 有 利于 古 菌 蛋 白 抵抗 极端 环境 。 这 种 连接 只 有 在 蛋白 质 折 和 三 
成 正确 的 构象 以 后 才能 最 终 建立 起 来 (图 10- 11)。 正 确 的 二 硫 键 的 形成 需要 和 蛋白质 二 
硫 键 异 构 酶 (protein disulfide isomerase,PDDI) 的 帮助 。 细 菌 催化 二 硫 键 形成 的 酶 是 DsbA 
蛋白。 
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| 
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| HL ec 人 ff Ce 
SH 还 奈 TH 
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SH [ 链 内 二 硫 键 
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许多 蛋白 质 或 酶 在 合成 以 后 必须 与 相应 的 辅助 因子 结合 以 后 才 有 生物 活性 ,例如 绝 
大 多 数 羧 化 酶 需要 与 生物 素 结合 , 血红 素 蛋 白 需要 与 血红 素 辅 基 结合 ,金属 蛋白 需要 与 
特殊 的 金属 离子 结合 , 黄 素 蛋白 要 与 FAD 或 FMN 结合 。 


七 .多肽 链 的 折 和 又 


任何 和 蛋白质 的 功能 与 其 正确 的 三 维 构象 是 分 不 开 的 。1953 年 , Anfinsen 所 做 的 核 
糖 核酸 酶 体外 三 维 结构 破坏 与 恢复 实验 已 表明 ,蛋白 质 的 一 级 结构 决定 其 高 级 结构 , 即 
一 种 多 肽 链 正确 折 友 的 信息 包含 在 其 一 级 结构 之 中 。 然 而 ,细胞 内 的 蛋白 质 浓度 .温度 
和 离子 强度 等 条 件 与 体外 的 人 工 条 件 差 别 很 大 ,例如 ,线粒体 基质 内 的 蛋白 质 浓度 非常 
高 ,其 自由 水 的 含量 相当 于 一 个 蛋白 质 品 体 内 的 水 含量 。 体 内 这 样 的 条 件 显 然 不 适 于 和 蛋 
白质 折 状 反应 , 倒 更 适合 于 蛋白 质 的 聚合 。 正 因为 如 此 ,细胞 内 绝 大 多 数 蛋 白质 的 折 簿 
需要 一 些 特 殊 的 蛋白 质 "帮手 ”(the helper protein) 的 帮助 。 这 些 特 殊 的 蛋白 质 统称 为 分 
子 伴侣 Cmolecular chaperon) 。 

分 子 伴侣 是 体内 绝 大 多 数 蛋白 质 的 成 功 折 释 、. 组 装 、. 运 输 和 降解 所 必需 的 。 其 主要 
功能 包括 两 方面 :一 方面 是 防止 新 生 肽 链 错误 的 折 和 大 和 聚合 。 分 子 伴侣 能 够 与 不 完全 折 
麦 或 组 装 的 蛋白 质 结合 ,通过 与 多 肽 链 上 还 在 暴露 的 玻 水 区 域 结 合 ,防止 不 完全 折 和 大 蛋 
白质 之 间 非 特异 性 的 聚合 ; 另 一 方面 则 是 帮助 或 促进 这 些 肽 链 快速 地 折 释 成 正确 的 三 维 
构象 ,并 成 为 具有 完整 结构 和 功能 的 多 肽 或 蛋白 质 。 有 时 ,它们 则 是 暂时 阻止 多 肽 链 的 
折 秋 , 以 维持 多 肽 链 一 种 伸展 的 构象 ,这 种 伸展 的 构象 对 于 蛋白 质 的 跨 膜 转移 十 分 重要 。 
然而 ,分 子 伴侣 并 不 是 “终身 伴侣 ”, 在 它们 帮助 其 他 蛋白 质 形成 正确 的 构象 以 后 ,自身 并 
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不 作为 最 终结 构 的 一 部 分 。 

根据 折 麦 是 否 需 要 分 子 伴侣 以 及 需要 何 种 分 子 伴侣 ,细胞 内 的 蛋白 质 折 麦 一 般 可 分 
为 四 条 途径 (图 10-12):(1) 在 合成 好 以 后 ,并 不 折 肥 或 仅仅 部 分 折 簿 ,因此 缺乏 特定 的 
二 级 和 三 级 结构 ,处 于 完全 无 折 帮 或 部 分 无 折 麦 状态 。 走 这 条 折 麦 路径 的 蛋白 质 属于 天 
然 的 无 折 友 蛋 白 ;(2) 不 依赖 于 分 子 伴 个 的 折 友 ;(3) 受热 激 蛋 白 70(Hot shock protein 
70,HSP70) 帮 助 的 折 二 ;(4) 受 HSP70 和 伴侣 蛋白 (chaperonin) 复 合 物 帮助 的 折 肢 。 


7 Cr 


无 然 无 折 郑 重 白 。。 ，。。 折 关 蛋白 


~309%6 一 59.590 | 
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分 子 伴 倡 所 起 的 作用 主要 是 在 正确 的 时 间 和 正确 的 地 点 促进 新 生 肽 链 的 正确 折 蚕 ， 
同时 防止 没有 折 释 的 蛋白 质 聚 合并 发 生 沉淀 ,有 时 还 能 “拨乱反正 ,帮助 错误 折 秋 的 蛋 
白质 有 机 会 重新 折 蚕 成 正确 的 梅 象 。 一 旦 蛋白 质 折叠 好 ,分 子 伴侣 就 被 释放 ,然后 再 参 
与 另 一 个 新 生 肽 链 的 折 丢 。 

细胞 内 的 分 子 伴侣 主要 包括 HSP70 家 族 和 伴 但 蛋白 察 族 , 它 们 都 具有 ATP 酶 的 活 
性 。HSP70 为 单 体 蛋白 ,大 小 为 70 kDa, 在 由 HSP70 帮助 的 折 秋 途 径 中 ,HSP70 类 和 蛋白 
(大 肠 杆 菌 为 DnaK 蛋白 ) 与 还 在 核糖 体 上 的 新 生 肽 链 结合 ,识别 并 结合 肽 链 上 暴露 在 外 
的 富 含 疏 水 氨基 酸 残 基 的 区 域 ,阻止 琉 水 区 域 的 非法 聚合 ,维持 多 肽 链 的 去 折 码 或 部 分 
折 琶 的 状态 ,直到 正确 的 相互 作用 能 够 发 生 。 折 释 的 完成 需要 蛋白 质 从 HSP70 释放 出 
来 ,而 释放 需要 能 量 ,这 由 ATP 的 水 解 来 驱动 。 

伴侣 蛋白 为 大 得 多 亚 基 蛋 白 , 对 于 细菌 和 真 核 生物 的 线粒体 及 叶绿体 而 言 ,由 
HSP10 和 HSP60 组 装 而 成 。 与 HSP70 不 同 的 是 ,伴侣 蛋白 形成 笼 状 结构 ,将 部 分 折 乔 
的 蛋白 质 彼此 隔离 开 来 ,提供 了 一 种 理想 的 折 释 环境 ,使 它们 各 自 进 行 折叠, 而 不 会 “ 非 
法 ” 娶 合 在 一 起 。 

大 肠 杆 菌 的 伴侣 蛋白 是 GroES - GroEL 复合 物 。 在 结构 上 ,GroEL 由 两 个 吉 礁 在 一 EREES 作 认为 这 类 分 子 件 
起 的 7 元 环 组 成 (每 一 个 亚 基 的 大 小 为 60 kDa, 为 HSP60) ,两 个 7 元 环形 成 高 15 nm、 宽 。 侣 是 如 何 识别 还 没有 折 生 的 
14 nm 的 圆柱 体 。GroEL 上 下 各 肛 个 中 央 空 洞 (the central cavity) ,它们 是 依赖 于 ATP 有 自 人 
的 蛋白 质 折 状 的 场所 。GroES 为 单个 的 7 元 环 (每 一 个 亚 基 大 小 为 10 KDa, 为 HSP10)， 全 
它 与 GroES 结合 的 时 候 , 就 像 一 层 屋顶 (dome) (图 10 - 13)。 一 个 没有 折 蚕 或 部 分 折 秋 
的 蛋白 质 分 子 与 中 央 空 洞 结合 以 后 ,进行 依赖 于 ATP 的 折 乔 。 在 中 央 空洞 内 经 过 多 轮 
与 空洞 表面 的 结合 .ATP 水 解 、 蛋 白质 释放 、 再 结合 的 循环 ,直至 折 春 成功 。 但 折 笃 仅 发 
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侧 视 图 俯视 图 
售 10-13 GroEL/GroES 复合 物 的 三 维 结构 模式 图 


生 在 蛋白 质 与 空洞 表面 脱离 接触 的 短暂 间 陀 。 

GroEL 具有 顺 式 的 环 (cis ring) 和 反 式 的 环 (trans ring) ,各 与 一 个 中 央 空 洞 相 连 。 顺 
式 环 能 结合 7 个 分 子 的 ATP, 并 将 其 水 解 。 而 一 旦 ATP 水 解 , 顺 式 环 的 构象 发 生变 化 而 
导致 环 内 的 中 央 空 洞 的 扩大 。 在 中 央 空 洞 内 ,一 个 没有 折 释 .部 分 折 硬 或 甚至 折 释 不 好 
的 蛋白 质 可 转变 成 正确 折 笃 的 蛋白 质 。 以 折 释 不 好 的 蛋白 质 为 例 ,其 "转正 ?的 具体 步骤 
如 下 (图 10- 14) ， 

(1) 一 个 折 释 不 好 的 蛋白 质 分 子 在 中 央 空 洞 通过 下 水 作用 与 GroEL 结合 ,与 此 同 
时 ,ATP 分 子 也 与 GroEL 结合 。 

(2) GroES 与 GroEL 结合 导致 GroEL 顺 式 环 构象 发 生变 化 ,改变 了 折 符 不 好 的 蛋 
白质 与 空洞 之 间 的 相互 作用 。 
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(3) 与 GroEL 结合 的 7 个 ATP 分 子 被 水 解 , 中 央 空 洞 内 折 春 不 好 的 蛋白 质 “ 转 正 ”。 

(4) 7 个 ATP 和 另 一 个 折 释 不 好 的 蛋白 质 在 另 一 端 与 反 式 环 结合 ,与 此 同时 ,ADP、 
GroES 和 已 正确 折 礁 的 蛋白 质 从 顺 式 环 的 释放 。 

(5) 顺 式 环 变 成 反 式 环 ,进入 下 一 轮 循环 。 

真 核 细胞 的 伴侣 蛋白 是 TCP- 1 环 复合 物 (TCP- 1 ring complex,TRiC) 或 细胞 质 基 
质 含 有 TCP=- 1 的 伴侣 蛋白 (cytosolic chaperonin containing TCP - 1,CCT)。TRiC 是 由 
8 元 环 或 9 元 环 组 成 的 双环 结构 ,每 一 个 亚 基 的 大 小 为 55 EDa, 没 有 GroES 的 等 价 物 。 

此 外 ,有 一 种 与 核 义 体 相 关联 的 分 子 伴侣 叫 触发 因子 (trigger factor) , 它 参 与 共 翻 译 
水 平 上 的 蛋白 质 折 大 。 触 发 因子 采取 的 构象 十 分 独特 , 像 一 条 卧龙 ,N 端 结构 域 是 与 核 
糖 体 结合 的 “尾巴 ”，“ 头 部 ”是 肽 酰 且 氨 酰 异 构 酶 (peptidyL-prolyl isomerase,PPD,C 端 是 
“ 辟 ”, 各 结构 域 相连 的 区 域 组 成 了 “ 背 ”。 它 把 守 在 核糖 体 上 的 肽 链 离开 通道 ,拥抱 ”新 
合成 的 蛋白 质 ,防止 它们 人 降解 和 聚合 (图 10 -15) 。 


伸 10- 15 核糖 体 相 关联 的 分 子 伴侣 的 作用 模型 


除了 分 子 伴 侣 之 外 ,体内 还 有 一 些 蛋 白质 的 折 丢 需要 PPI 或 PDI 的 帮助 。 

在 翻译 过 程 中 由 肽 酰 转移 酶 催化 形成 的 肽 键 均 为 反 式 ,但 在 已 折枝 好 的 蛋白 质 分 子 
中 有 可 能 存在 顺 式 的 肽 键 。 蛋 白质 分 子 中 出 现 的 顺 式 肽 键 一 定 与 Pro 的 亚 氮 基 有 关 
(X- Prg), 它 是 PPI 作 用 的 产物 。 已 发 现 , 顺 式 与 反 式 之 间 的 转换 是 许多 和 蛋白质 折 用 的 
限 速 步骤, PPI 的 作用 是 催化 多 肽 链 中 X - Pro 之 间 的 肽 键 进行 顺 式 与 反 式 的 转换 (图 
10- 16), 以 推动 肽 链 快速 地 折 释 。 对 于 某 一 个 蛋白 质 来 说 ,只 有 一 种 形式 才 是 活性 形 
式 ,PPI 的 功能 似乎 是 催化 某 一 种 蛋白 质 较 快 地 转变 成 有 活性 的 形式 。 
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PDI 的 功能 是 催化 含有 二 硫 键 的 蛋白 质 形成 正确 的 二 硫 键 。 含 有 二 硫 键 的 蛋白 质 
一 般 是 分 弯 蛋 白 和 细胞 膜 蛋 白 。 对 于 真 核 生 物 来 说 ,形成 二 硫 键 的 场所 是 内 质 网 。 对 一 
个 刚刚 通过 Sec61 移 位 子 进 入 内 质 网 的 蛋白 质 分 子 来 说 , 它 会 与 内 质 网 欢 中 的 几 种 分 子 
伴侣 结合 在 一 起 。 这 几 种 分 子 伴侣 包括 :结合 免疫 球 和 蛋白 和 蛋白 (binding immunoglobulin 
protein, BiP) 、. 钙 凝 素 (calnexin,CNX) 和 钙 网 质 素 (calreticulin,CRT)。 它 们 的 作用 表现 
在 :一 方面 是 与 新 生 肽 链 上 的 疏水 区 暂时 结合 ,防止 它们 聚合 ,维持 多 肽 链 保持 一 个 能 够 
折 释 或 进行 亚 基 组 装 的 构象 ; 另 一 方面 ,那些 错误 折 笃 或 不 能 折 和 至 和 组 装 的 新 生 和 蛋白 质 
通常 也 与 分 子 伴 侣 结合 ,但 被 截留 在 内 质 网 ,并 最 终 通 过 与 内 质 网 关联 的 蛋白 质 降 解 途 
径 (ER-associated degradation pathway, ERAD) 进行 降解 。ERAD 使 蛋白 质 着 向 经 过 
Sec61 移 位 子 返 回 到 细胞 质 基 质 , 再 被 打上 泛 素 标签 以 后 进入 蛋白 酶 体 降 解 。 上 述 处 理 
错误 折 奏 和 不 能 折 释 及 组 装 的 蛋白 质 的 方式 是 细胞 对 蛋 自 质 进 行 “质量 控制 ”(quality 
control) 的 一 种 重要 手段 。 

一 个 需要 形成 二 硫 键 的 蛋白质 分 子 在 与 分 子 伴侣 结合 的 时 候 , 其 肽 链 处 于 伸展 和 完 
全 还 原 的 状态 。 但 在 氧化 型 PDI 的 催化 下 ,二 硫 键 开始 形成 ,同时 ,PDI 本 身 被 还 原 成 还 
原型 。 还 原型 PDI 被 再 生 为 氧化 型 则 需要 另外 一 种 酶 的 催化 。 该 酶 是 位 于 内 质 网 的 内 
质 网 氧 还 蛋白 1(ER oxidoreducin 1,Erol) 。Erol 是 一 种 高 度 保 守 的 糖 蛋白 ,在 内 质 网 腔 
一 侧 与 内 质 网 膜 紧密 结合 在 一 起 。 它 是 一 种 蛋白 质 形 成 二 硫 键 所 必需 的 ,因为 二 硫 键 的 
形成 是 一 个 氧化 的 过 程 ,在 此 期 间 它 作为 氧化 剂 ,将 还 原型 PDI 上 的 电子 传 给 氧气 ,产生 
活性 氧 (ROS) ,而 ROS 的 破坏 需要 从 细胞 质 基 质 进 入 内 质 网 的 还 原型 谷 胱 甘 肽 (GSHD) 
(图 10-17)。 


错误 折 和 登 的 蛋白 质 
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质 被 蛋白 酶 体 降解 
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如 果 形 成 的 二 硫 键 不 正确 ,这 时 还 原型 的 PDI 可 以 重新 催化 ,但 这 次 催化 的 是 二 硫 
键 的 重 排 , 具 体 过 程 为 (图 10- 18) :首先 是 它 的 一 个 反应 性 强 的 歼 基 进攻 暴露 在 外 的 错 
误 的 二 硫 键 ,形成 混合 二 硫 键 ,随后 发 生 二 硫 键 的 重组 ,直至 形成 正确 的 二 硫 键 。 由 于 正 
确 的 二 硫 键 处 于 正确 的 三 维 结构 之 中 ,PDI 很 难 再 对 其 作 亲 核 进攻 ,因此 被 保留 下 来 。 

钙 凝 素 和 钙 网 质 素 除了 在 内 质 网 充当 分 子 伴 侣 以 外 ,本 身 还 属于 凝集 素 。 具 有 的 凝 
集 素 性 质 , 使 得 它们 能 够 与 含有 单一 末端 葡 糖 残 基 的 寡 糖 链 (Glc3Man9GlcNAc2 -) 结 合 ， 
这 样 的 碍 糖 链 被 添加 到 正在 粗 面 内 质 网 上 翻译 的 新 生 肽 链 的 一 个 Asn 残 基 上 。 接 受 寡 糖 
链 的 Asn 一 般 位 于 NXS/TCX 代表 Pro 除外 的 任何 氨基 酸 ) 序 列 中 。 如 果 接 受 寡 糖 链 的 蛋 
自 质 还 含有 二 硫 键 的 话 , 它 们 除了 与 赛 糖 链 结合 以 外 ,还 能 够 促进 新 生 肽 链 的 折 释 和 组 装 
过 程 , 以 及 结合 一 种 PDI 一 一 ERPp57, 促 进 与 它们 结合 的 糖 蛋白 分 子 形成 正确 的 二 硫 键 。 
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Box 10- 1 霍乱 毒素 的 胞 内 之 乱 


一 些 外 来 的 蛋白 质 ,例如 来 自 某 些 细菌 的 外 毒素 需要 通过 ERAD 这 种 方式 在 细 
胞 内 被 激活 。 以 霍乱 毒素 (cholera toxinyCT) 为 例 , 它 本 来 是 一 种 寡 聚 体 蛋 白 , 由 1 个 
A 亚 基 和 5 个 也 亚 基 组 成 (图 10-19)。 其 中 人 亚 基 由 Al 和 Az2 两 个 部 分 组 成 ,之 间 
通过 一 个 二 硫 键 相连 ,Al 具有 ADP -核糖 基 转 移 酶 活性 。 


CTB 


忆 Te 
合 10-19 GT 的 三 维 结构 ， 

CT 作用 的 大 致 过 程 如 下 :首先 ,B 亚 基 在 消化 道内 与 小 肠 上 皮 细 胞 膜 上 的 受 体 
(一 种 神经 节 蔡 脂 GM1) 结 合 ,诱发 整个 毒素 蛋白 被 内 吞 到 内 体 之 中 。 随 后 ,内 体 与 高 
尔 基体 融 含 。 由 于 A2 含有 内 质 网 滞留 信号 序列 KDEL, 因 此 在 高 尔 基体 ,CT 很 快 就 
被 北向 转移 到 内 质 网 。 一 鼠 到 达 内 质 网 ,Al 与 A2 之 间 的 二 硫 键 被 还 原 , 于 是 Al 得 
以 释放 。 释 放出 来 的 Al 因 处 在 没有 折 二 的 状态 ,而 触发 ERAD 后 离开 内 质 网 ,进入 
细胞 质 基 质 。 在 细胞 质 基 质 ,Al- 迅 速 重新 折 有 登 * 使 其 逃 过 了 发 生 泛 素 化 修饰 被 送 入 蛋 
白 酶 体 降 解 的 命运 。 在 遇 到 并 结合 了 细胞 质 基 质 中 的 ADP -核糖 基 化 因子 6(ADP- 
ribosylation factor 6，Arf6) 芭 后 ,Al 的 ADP- 核 糖 基 转 移 酶 活性 被 激活 , 便 众 化 细胞 
内 的 GS 蛋白 发 生 -ADP= 核 糖 基 化 修饰 。 发 生 ADP -核糖 基 化 的 Gs 蛋白 因此 起 失 
GTP 酶 活性 ,一 旦 被 激活 ,永远 被 激活 。 激 活 后 的 Gs 再 去 持续 激活 腺 苷 酸 环 化 酶 , 致 
使 AMP 不 断 产 生 。cAMP 再 激活 蛋白 质 激 酶 ALPKA)。PKA 再 催化 靶 细 胞 膜 上 的 
襄 性 纤维 变性 跨 膜 转 导 调节 蛋白 (cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator，CETR) 拜 酸化 修饰 。CFTR 是 一 种 CT 通道 ,一 旦 发 生 配 酸化 修饰 ,就 被 激 
活 。 于 是 胞 内 的 CT 离开 小 肠 上 皮 细 胞 ,与 此 同时 ,水 分 子 `Na 和 K- 也 会 涌 出 ,使 机 
体 大 量 失 水 和 电解 质 失 去 平衡 ,引发 急性 腹泻 ,严重 可 致死 。 
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一 旦 N - 朝 糖 链 被 添加 到 一 个 正在 折 释 的 蛋白 质 分 子 之 后 , 葡 糖 苷 酶 工 就 会 水 解 末 
端的 葡 糖 残 基 。 然 后 , 葡 糖苷 酶 革 再 水 解 第 二 个 葡 糖 残 基 , 并 在 最 后 还 会 水 解 第 三 个 葡 
糖 残 基 (图 10 - 20) 。 
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在 葡 糖 苷 酶 I 和 开 分 别 切除 N- 守 糖 链 上 的 前 2 个 葡 糖 残 基 以 后 , 钙 凝 素 和 钙 网 

素 能 够 与 余下 的 N - 守 糖 链 结合 , 维 持 折 释 中 间 物 处 于 折 郊 能 状态 (folding-competent 
state)( 图 10- 21)。 在 葡 糖 苷 酶 开 去 除 最 后 一 个 葡 糖 残 基 以 后 ,内 质 网 上 的 UDP -葡萄 
糖 : 糖 蛋白 糖 基 转 移 酶 (UDP-glucose: glycoprotein glucosyltransferase, UGGT) 充 当 折 等 
的 感应 器 (folding sensor) ,通过 与 N - 窒 糖 和 肽 链 骨 架 的 相互 作用 检查 底 物 的 折 释 状态 。 
UGGT 具有 严格 的 标准 :任何 细微 的 与 天 然 折 释 状 态 的 局 部 差异 都 被 它 视 为 失败 。 如 果 
折 释 正确 ,蛋白 质 就 可 以 离开 内 质 网 进入 高 尔 基 体 ; 如 果 折 释 错 误 , 就 有 两 种 处 理 方法 : 
一 种 方法 是 UGGT 重新 对 N - 寡 糖 链 进行 葡萄 糖 基 化 ,以 使 不 完全 折 释 的 底 物 再 次 与 钙 
凝 素 和 (或 ) 钙 网 质 素 结合 ,重新 进行 折 秋 , 另 一 种 方法 是 其 诊 糖 链 中 间 分 支 的 末端 甘露 
糖 被 -1,2 -甘露 灶 苷 酶 (c-1,2 -mannosidase) 水 解 ,一 旦 该 甘露 糖 残 基 被 切除 ,原来 的 
蛋白 质 就 成 为 UGGT 不 好 的 底 物 ,反而 成 为 甘露 糖 - 8 -特异 性 族 集 素 EDEM 很 好 的 底 
物 。EDEM 帮助 错误 折 笃 的 蛋白 质 经 过 ERAD 途径 ,被 逆向 转移 到 细胞 质 基质 ,最 后 进 
和 蛋白酶 体 水 解 。 
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有 时 , 非 折 释 蛋 白 会 诱发 内 质 网 的 过 载 反 应 (overload response)。 此 反应 受到 细胞 
核 内 膜 上 的 跨 膜 蛋 白 IREI1 的 激活 ,IRE1 受到 非 折 释 蛋 白质 的 作用 形成 二 聚 体 ,然后 激 
活 分 子 伴侣 转录 所 需要 的 转录 因子 ,以 增强 分 子 伴侣 和 其 他 促进 折 私 的 蛋白 质 分 子 的 基 
因 表 达 , 最 终 促 进 折 释 反应 。 

八 . 四 级 结构 的 形成 

级 结构 的 形成 是 一 种 自 组 装 过 程 , 通 常 也 需要 分 子 伴侣 的 帮助 。 分 子 伴侣 所 起 的 
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作用 是 暂时 与 亚 基 结 合 , 保 护 亚 基 的 玻 水 表面 ,防止 它们 ”非法 ”聚集 ,直至 各 亚 基 有 机 会 
接触 ,因为 亚 基 可 能 由 不 同 的 基因 编码 ,而 且 表 达 的 速率 也 可 能 有 差别 。 


.第 二 节 _ 蛋白质 翻译 后 的 定向 与 分 拱 


一 个 活 细胞 在 每 时 每 刻 都 在 同时 合成 多 种 不 同 的 蛋白 质 ,合成 它们 的 主要 场所 是 细 
胞 质 。 然 而 ,不 同 的 蛋白 质 在 合成 好 以 后 最 后 在 细胞 中 的 定位 不 一 定 相 同 , 例 如 ,组 蛋白 
进入 细胞 核 , 细 胞 色素 “进入 线粒体 , 而 蛋白 类 激素 则 被 分 泌 到 细胞 外 。 和 蛋白 质 合成 以 
后 所 经 历 的 这 种 转移 和 定位 的 过 程 被 称 为 定向 与 分 拣 ( 图 10 - 22)。 任 何 蛋 白质 的 定向 
与 分 拣 都 应 该 是 精确 无 误 的 ,和 否则 会 影响 到 细胞 的 正常 功能 ,严重 的 可 导致 细胞 的 死亡 。 
例如 , 圳 性 纤维 变性 (cystic fibrosis) 的 某 些 病因 是 面 性 纤维 变性 跨 膜 传导 调节 蛋白 
CCFTR) 基 因 发 生 了 突变 ?导致 其 不 能 定位 到 细胞 膜 上 , 而 是 滞留 在 内 质 网 膜 上 ,虽然 有 
功能 , 却 用 错 了 地 方 , 无 法 把 胞 内 的 氯 离子 运 出 细胞 。 
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1975 年 ,Blobel 和 Dobberstein 提出 的 信和 号 学 说 (signal hypothesis) 可 解释 蛋白 质 的 
定向 和 分 拣 。 其 主要 内 容 是 :各 种 蛋白 质 在 细胞 中 的 最 终 定位 由 多 肽 链 本 身 所 具有 的 特 
定 氨基 酸 序列 决定 。 这 些 特 殊 的 氨基 酸 序列 起 着 一 种 信号 向 导 的 作用 ,因此 被 称 为 信和 号 
序列 。 在 某 种 意义 上 ,一 个 蛋白 质 分 子 上 的 信和 号 序列 相当 于 它 特 有 的 “分 子 邮 政 编码 ”。 
如 果 一 个 蛋白 质 缺 乏 任何 一 种 信号 序列 , 则 会 留 在 其 "默认 ”的 位 置 一 一 细胞 质 基 质 ,如 
参与 糖 酵 解 和 磷酸 戊 糖 途径 的 酶 以 及 细胞 骨架 蛋白 ( 微 管 和 微 丝 ) 等 。 

Box 10-2 “分 子 邮 政 编码 "的 发 现 
_1999 年 的 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 被 授予 美国 洛克 菲 勒 大 学 的 Giinter Blobel, 因 
为 他 发 现 了 蛋白 质 具 有 内 在 的 入 号 以 控制 它们 在 细胞 中 的 转运 和 定位 (proteins have 
intrinsic signals that govern their transport and localization in the cell) 。 那 Blobel 是 如 
何 取得 这 一 发 现 的 呢 ? 
生物 化 学 家 曾 一 直 想 玉 清 楚 : 细 胞 内 一 个 特定 的 多 肽 链 是 如 何 横 跨 生物 膜 , 进 入 
属于 自己 的 亚 缅 胞 空间 或 被 分 光 到 细胞 外 的 ? 20 世纪 50 一 60 年 代 的 一 些 研究 结果 
表明 ,分 汰 蛋白 是 在 与 膜 结合 的 核糖 体 上 合成 并 同时 完成 跨 膜 转移 的 ,但 没 能 解释 为 
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什么 分 兴 蛋 和 白 需 要 在 与 膜 结 合 的 核糖 体 上 合成 而 细胞 液 蛋 白 不 需要 的 现象 。 

直到 1971 年 ,Blobel 及 其 同事 提出 了 一 种 假说 ,对 上 述 现象 提出 了 他 们 的 解释 : 
(1) 在 与 膜 结 合 的 核糖 体 上 翻译 的 mRNA5 '- 端 紧 跟 起 始 密码 子 之 后 含有 一 段 特 殊 的 
密码 子 ;(2) 这 些 密码 子 编 码 特殊 的 氨基 酸 序列 ;(3) 这 种 特殊 的 氨基 酸 序 列 诱发 了 多 
肽 链 的 跨 膜 转移 。 

1975 年 ,Blobel 和 Dobberstein 相继 获得 一 系列 实验 证 据 支 持 他 们 最 初 的 假说 ,在 
此 基础 上 ,他 们 对 原来 的 学 说 做 了 一 些 修 改 , 并 正式 命名 为 信号 假说 (the signal 
hypothesis) 。 


1 在 体外 游离 的 核糖 体 
上 翻译 的 产物 3 
寺 在 体外 与 膜 结合 的 核 
糖 体 上 翻译 的 产物 
3: 在 体外 与 膜 结 合 的 核 
糖 体 上 翻译 的 产物 经 
蛋白 酶 处 理 
5$: 正常 的 分 刻 绰 自 -- 一 
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骨 茵 瘤 是 一 种 也 淋 巴 细胞 瘤 , 它 能 旺盛 地 合成 和 分 汰 免疫 球 蛋 白 (JgG) ,因此 是 一 
种 非常 理想 的 研究 信号 假说 的 模型 。Cesar Milstein 实验 室 早 期 的 研究 结果 显示 (图 
10-23) ,与 在 体内 正常 分 尖 出 来 的 IgG 的 轻 链 相 比 ,IgG 轻 链 的 mRN 六 在 体外 翻译 出 
来 的 多 肽 链 在 N 端 多 出 约 20 个 氨基 酸 残 基 。Blobel 和 Dobberstein 认为 , 正 是 这 些 多 
出 来 的 氨基 酸 序列 充当 信号 ,指导 核糖 体 与 膜 的 结合 。 为 了 证 实 这 种 设想 ,Blobel 和 
Dobberstein 继续 研究 IgG 轻 链 在 与 膜 结 合 的 核糖 体 上 合成 的 过 程 , 他 们 既 重 复出 
Cesar Milstein 实验 室 的 结果 ,又 进一步 发 现在 与 微粒 体 膜 结合 的 核糖 体 上 合成 的 IgG 
轻 链 对 加 入 的 蛋白 酶 水 解 有 抗 性 ,这 说 明 IgG 轻 链 在 会 成 中 被 转移 到 微粒 体 的 腔 中 ， 
随后 充当 信号 的 序列 被 微粒 体 上 的 酶 切除 了 。 根 据 上 述 结 果 ,Blobel 和 Dobberstein 
提出 了 更 为 详细 和 准确 的 信号 肽 假说 : Re 

1980 年 ,Blobel 根据 对 细胞 内 其 他 的 一 _ 直 膜 蛋 自 和 细胞 器 蛋白 跨 膜 转移 的 研究 结 
果 , 认 为 定向 并 输送 到 不 同 细胞 器 的 新 生 蛋 白 也 含有 内 在 的 信号 序列 。 这 些 特 殊 的 信 
号 序列 相当 于 分 子 邮 政 编码 ,就 像 现 实 世 界 之 中 真正 的 邮政 编码 决定 了 所 邮寄 的 信件 
最 终 的 目的 地 一 样 , 这 些 由 原来 的 蛋白 质 基 因 编 码 的 分 子 邮 政 编码 决定 了 一 种 蛋白 质 
在 细胞 中 最 后 的 归宿 。 不 过 ,它们 可 能 位 于 多 肽 链 的 两 端 ,也 可 能 在 多 肽 链 的 内 部 ,而 
不 像 真 正 的 邮政 编码 需要 写 在 固定 的 地 方 。 

蛋 和 白质 高 度 选 择 性 的 跨 膜 定位 和 分 拒 对 于 细胞 ， 特别 是 对 真 核 细胞 的 功能 至 关 重 
要 。 为 了 维持 各 种 不 同 细胞 器 的 个 性 ,相关 的 蛋白 质 必须 准确 地 到 达 属 于 自己 的 “ 颁 
地 ”。 信 号 假说 不 仅 正 确 地 解释 了 分 泓 蛋白 是 如 何 通过 内 质 网 最 后 被 分 小 出 细胞 ,还 
为 探索 其 他 需要 跨 膜 转 移 的 蛋白 质 的 定向 转运 机 理 提 供 了 正确 的 方向 。 


目前 至 少 已 发 现 两 类 指导 和 蛋白质 分 拣 的 信号 (图 10 - 24):(1) 信号 肽 (signal 
peptide) 。 为 一 段 在 一 级 结构 上 连续 的 氨基 酸 序列 ,通常 由 15 一 60 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 
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它们 有 的 在 N 端 , 有 的 在 C 端 ,有 的 在 多 肽 链 的 内 部 ,还 有 的 蛋白 质 不 止 一 种 信号 序列 
( 表 10-1 和 表 10-2)。 这 些 信 号 肽 序列 引导 和 蛋白质 从 细胞 质 基 质 进入 内 质 网 高尔基 
体 、 细 胞 核 .线粒体 .叶绿体 ,过 氧化 物 酶 体 和 胞 外 ;(2) 信号 斑 (signal patch) 。 存 在 于 已 
折 和 县 的 蛋白 质 中 ,是 蛋白 质 在 完成 折 乔 以 后 ,在 表面 形成 的 由 来 自 不 同 区 域 的 氨基 酸 序 
列 组 合 在 一 起 的 三 维 分 拣 信 号 。 例 如 ,引导 和 蛋白质 定向 运输 到 深 酶 体 的 就 是 信号 斑 , 它 
是 溶 酶 体 酸性 水 解 酶 被 高 尔 基 体 选 择 性 糖 基 化 的 标识 。 


没有 折 故 的 蛋白 质 已 折 和 大 的 蛋白 质 


NE 
COOH 二 
HAN se Zr 信号 肽 


二 -一 一 信号 斑 
HzN Ms COOH (HAN 
ws 
COOH 


分 散在 不 同 区 域 
构成 信号 斑 的 序列 


@ 侠 蔬 - 24 信号 肪 和 信号 斑 


表 10-1 ee 


和 丽 二 让 人 


人 


位 于 进入 内 质 网 、 高 尔 基体 、 溢 卫 体 、 细胞 膜 和 胞 外 的 蛋白 质 的 N 端 ,一 


全 ， 。 般 由 20 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,多 数 为 下 水 氨基 酸 ,能 被 SRP 识别 。 
内 质 网 洁 留 信号 ”位 于 C 端 ,一 致 序列 为 - KDEL。 
高 尔 基体 滞留 信号 一 段 由 .20 个 琉 水 氨基 酸 组 成 的 肽 段 ,两 侧 是 带 正 电荷 的 碱 性 氨基 酸 。 
由 一 级 结 儿 并 不 相 邻 的 若干 氨基 酸 残 基 构 成 三 维 信号 (信号 斑 ) ,其 中 的 
深 酶 体 分 拣 信号 ， 带 正 电荷 的 氨基 酸 残 基 十 分 重要 ,这 段 序列 可 发 生 6 -磷酸 甘露 糖化 
修饰 。 
位 于 大 多 数 线粒体 蛋白 的 N 端 , 由 15 一 70 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,内 有 -组 
线粒体 分 拒 信 号 “， 带 正 电荷 的 碱 性 氨基 酸 残 基 , 儿 乎 无 酸性 氨基 酸 ,其 中 穿插 一 些 亲 水 氨 
< 导 肽 ) 基 酸 残 基 , 在 水 溶液 中 很 少 形成 二 级 结构 ,但 是 一 旦 插 人 线粒体 膜 则 会 
Re 自动 形成 两 亲 螺 旋 。 
叶绿体 分 拣 信号 ”位 于 大 多 数 叶绿体 蛋白 的 N 端 ,由 50 个 左右 的 氨基 酸 残 基 组 成 ,，- 般 富 
(输送 肽 ) 含 SerThr 和 一 些小 的 亲 水 氨基 酸 残 基 , 很 少 有 酸性 氨基 酸 。 
ee 位 秆 了 的 内 部 ,由 4 一 8 个 氨基 酸 残 基 组 成 , 富 含 碱 性 氨基 酸 ,还 常 含 
个 或 几 企 Prov 
位 于 可 以 逃 炎 又 可 以 离开 细胞 核 的 蛋白 质 , 一 致 序列 为 
纺 自 全 5) ，LXXXLXXLXL,L 为 朴 水 氨基 酸 ,通常 是 LeuvX 代表 任何 氨基 酸 。 
过 氧化 物 酶 体 分 ，， 有 两 种 ,一 种 位 于 肽 链 的 C 端 (PTS1) ,其 一 致 序列 为 - SA- K/R- L/ 
拣 信号 (PTS) M, 其 中 以 - SKL 最 常见 , 另 一 种 位 于 N 端 (CPTS2) ,是 一 段 九 肽 序列 。 


光 赁 上述 分 拣 信 号 本 身 并 不 能 保证 一 种 蛋白 质 能 到 达 最 后 的 目的 地 ,细胞 内 必须 存 


在 一 种 识别 和 利用 分 拣 信 号 的 机 制 。 根 据 识别 和 利用 分 拣 信 号 的 时 间 点 ,细胞 内 和 蛋白 质 


定向 .分 拣 的 途径 分 为 两 条 :一 


条 为 共 翻 译 途径 , 它 在 翻译 延伸 还 没有 结束 的 时 候 就 被 启 


动 ; 另 一 条 为 翻译 后 途径 ， 只 有 在 翻译 结束 以 后 才 被 启动 。 
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分 子 中 引入 特定 的 信号 下 ， 


不 同 的 蛋白 质 所 具有 的 信号 序列 的 数目 和 种 类 


让 其 进入 细胞 核 ,内 质 网 . 线 ” 生 E as ， 一 一 - 一 - - 
村 体 ,过 氧化 物 醇 体 和 寺 绿 细胞 质 基质 无 
体 等 细胞 器 .但 很 难 将 其 引 内 质 网 SRP 信号 和 内 质 网 滞留 信号 3 
入 到 溶 酶 何 。 共 WE 高 尔 基 体 SRP 信号 和 高 尔 基体 清 留 信号 
本 记 这 溶 酶 体 SRP 信号 和 溶 酶 体 分 拒 信 号 (信号 斑 ) 
人 分 泌 小 泡 SRP 信号 
回 质 膜 SRP 信号 和 停止 转移 信号 
线粒体 基质 线粒体 分 拣 信号 导 肽 ) 
叶绿体 基质 叶绿体 分 拒 信 号 (输送 肽 ) 
细胞 核 核定 位 信号 CNLS) 
过 氧化 物 酶 体 过 氧化 物 酶 体 分 拣 信 号 (PTS) 
一 \ 共 翻译 途径 


通过 此 条 途径 进行 定向 、 分 拣 的 蛋白 质 有 内 质 网 蛋白 .高尔基 体 蛋 白 ` 溶 酶 体 绰 上 、 
细胞 膜 蛋白 和 分 泌 和 蛋白 。 这 五 类 蛋白质 都 是 在 与 内 质 网 膜 结合 的 核糖 体 上 完成 合成 的 ， 
在 N 端 都 有 一 段 信 号 序列 :由 约 20 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,中 部 由 12 一 14 个 疏水 氨基 酸 残 
基 组 成 的 疏水 片段 ,前端 为 带 正 电 荷 的 碱 性 氨基 酸 残 基 , 未 端 则 富 含 Ala。 由 于 这 段 信号 
序列 位 于 N 端 , 所 以 总 是 先 被 翻译 。 当 翻译 达到 约 80 个 氨基 酸 残 基 的 时 候 ,信号 序列 便 
从 肽 链 离开 通道 里 伸 出 ,突出 在 核糖 体 的 表面 ,被 细胞 内 的 信号 识别 颗粒 (signal 
recognition particle,SRP) 识 别 和 结合 ,由 此 启动 共 翻 译 分 拣 途 径 。 这 种 被 SRP 识别 的 信 
号 肽 就 是 SRP 信号。 

SRP 是 一 种 特殊 的 核糖 核酸 蛋白 颗粒 ,在 叶绿体 和 细菌 中 也 有 发 现 。 哺 乳 动物 的 
SRP 含有 1 分 子 长 约 300 nt 的 7SL RNA 和 6 种 不 同 的 多 肽 (SRP54、SRP19 、SRP68、 
SRP72 .SRP14 和 SRP9)。 其 中 的 7SL RNA 折 和 春 成 略 像 了 形 的 双 链 二 级 结构 ;SRP9 与 
SRP14 形成 异 源 二 聚 体 ,参与 翻译 的 阻 滞 ;SRP68 与 SRP72 也 形成 异 源 二 聚 体 ;SRP19 
参与 SRP 的 组 装 ;SRP54 负责 识别 信号 序列 ,具有 潜在 的 GTP 酶 活性 ,调节 与 SRP 受 体 
的 结合 。 

在 微 球 菌 限 制 性 内 切 酶 Al -1 的 作用 下 ,哺乳 动物 的 SRP 可 被 分 割 成 两 个 功能 结 
构 域 :一 是 Alu 结构 域 ,由 SRP14/SRP9 异 源 二 聚 体 与 7SCRNA 的 一 端 结合 形成 ;二 是 
S 结 构 域 ,由 其 他 四 种 蛋白 质 和 7SL RNA 的 立 形 的 分 又 区 域 形 成 。 

在 共 翻 译 分 拣 途 径 之 中 ,SRP 作为 一 种 双 功 能 接头 分 子 , 一 方面 通过 SRP54 上 一 个 
大 的 下 水 口袋 与 信号 序列 结合 , 另 一 方面 还 能 与 内 质 网 膜 上 的 SRP 受 体 (SRP receptor， 
SR) 结 合 。SR 属于 膜 内 在 蛋白 ,位 于 内 质 网 膜 ,由 外 在 的 “ 亚 基 (CSR - 和 整合 在 膜 内 的 
8B 亚 基 CSR-B) 组 成 ,这 两 个 亚 基 都 具有 潜在 的 GTP 酶 活性 。 

由 SRP 介 导 的 共 翻 译 分 拣 途 径 的 主要 过 程 是 (图 10 - 25):(1) 带 有 SRP 信号 肽 的 
蛋白 质 一 开始 在 细胞 质 中 游离 的 核糖 体 上 翻译 ,但 一 旦 信号 序列 得 到 翻译 并 从 核糖 体 暴 
露出 来 ,SRP 即 通过 SRP54 的 M 结构 域 与 其 结合 ,形成 核糖 体 -新 生 肽 链 - SRP 复合 物 
Cribosome-nascent chain-SRP complex,RNC-SRP);(2) SRP54 与 信号 序列 的 结合 诱发 
SRP 的 构象 发 生变 化 ,特别 是 在 一 处 形成 弯曲 ,结果 使 SRP 与 核糖 体 发 生 作 用 。 这 种 作 
用 从 肽 链 离 开通 道 覆 盖 到 延伸 因子 在 核糖 体 上 的 结合 位 点 ,从 而 导致 翻译 暂停 。(3) 暂 
停 使 得 核糖 体 在 翻译 继续 之 前 有 足够 的 时 间 与 内 质 网 膜 结 合 , 很 快 RNC- SRP 复合 物 
扩散 到 内 质 网 膜 ,主要 通过 SRP54 和 SR -之 间 ( 都 是 以 结合 GTP 的 形式 ) 的 相互 作用 
而 停靠 到 SRP 受 体 上 ;(4) 以 GTP 结合 的 SR-B 作 用 RNC-SRP 复合 物 , 诱 导 信 号 肽 转 
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移 到 移 位 子 (translocon);(5) SRP54 和 SR - x 相互 激活 对 方 的 GTP 酶 活性 ,导致 结合 的 TEN 各 采 和 7SL RNA 的 
GTP 水 解 。 而 一 旦 GTP 水 解 ,SRP 与 SR 便 解 离 ,翻译 延伸 得 以 继续 。 信 和 号 序列 通过 膜 ” 荃 因 项 除 , 真 核 细 胞 还 有 机 


上 的 移 位 子 开 始 内 质 网 腔 内 转移 。 面 内 质 网 到 

.帽子 

信和 号 序列 忆 

@ / 1 
FTITIWWCToyturrynksnucsds catsatcWKCi 天 3 辽 mRNA 
相 细胞 质 基质 
SRP 循 环 “加 核糖 体循环 
NT 
四 GDP+P Mr Ar 

SR 


上 全 wwenpaamanyrnir East 人 
时 内 质 网 
宙 训 让 7 G 7 


和 内 质 网 腔 
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@n 25 ”SRP 介 导 的 蛋白 质 定向 、 分 拣 过 程 


允许 蛋白 质 穿 过 内 质 网 膜 运输 的 移 位 子 为 Sec61 复合 物 。 在 内 质 网 膜 上 ,Sec61l 形 
et 5 nm 的 圆柱 状 寡 聚 体 , 其 中 央 孔 直径 为 约 2 nm, 与 核糖 体 离开 通道 直径 

-分 接近 。 移 位 子 形成 的 是 一 种 水 洲 性 通道 ,因此 通过 它 的 新 生 肽 链 是 在 水 溶性 环境 中 
此 外 , 移 位 子 还 是 一 种 动态 的 结构 ,在 核糖 体 结合 其 上 的 时 候 ,其 中 央 孔 可 扩大 
到 4 一 6 nm。 内 质 网 内 的 分 子 伴 倡 BiP 作为 移 位 子 在 内 质 网 腔 一 侧 的 “把 门人 ”以 依赖 
ATP 的 方式 ,结合 并 紧 紧 封 住 移 位 子 的 内 端 。Sec61 复合 物 在 与 核糖 体 结 合 以 后 ,其 中 
央 孔 道 与 大 亚 基 上 肽 链 离 开通 道 实行 无 颖 对 接 , 一 旦 30 一 50 个 氨基 酸 长 的 新 生 肽 链 从 
移 位 子 的 外 端 进入 ,BiP 立刻 打开 内 端 。 于 是 ,从 核糖 体 上 伸 出 来 的 肽 链 进 入 移 位 子 的 
ee 蛋白 质 像 细 线 一 样 以 环 的 形式 连续 地 通过 膜 , 当 信 和 号 序列 穿 过 膜 

后 ,就 被 潜伏 在 内 质 网 膜 内 侧 的 信号 肽 酶 (signal peptidase) 切 下 ,新生 肽 链 则 继续 延伸 ， 
进入 肉质 i 网 的 部 分 有 可 能 进行 糖 基 化 修饰 ,同时 在 HSP70 和 PDI 帮助 下 , 折 丢 成 正确 的 
购 象 。 若 无 其 他 信和 号 序列 ,一 旦 C 端 通过 移 位 子 , 蛋 白质 即 被 释放 到 内 质 网 腔 。 

膜 蛋白 的 移 位 过 程 与 可 溶性 蛋白 有 所 差别 ,因为 膜 蛋 白 还 可 能 含有 另外 一 种 信号 序 
列 一 一 停 凡 转移 序列 (stop-transfer sequence) ,该 序列 由 20 个 左右 的 疏水 氨基 酸 组 成 ， 
其 作用 是 阻止 肽 链 的 C 端 通过 移 位 子 , 使 肽 链 最 后 能 够 锚 定 在 膜 上 。 

对 于 绝 大 多 数 通 过 共 翻 译 途 径 转移 的 蛋白 质 而 言 ,内 质 网 并 非 是 它们 的 终点 站 , 它 
们 在 进入 内 质 网 以 后 ,还 要 向 下 游 ( 如 高 尔 基 体 溶 酶 体 、. 细 胞 膜 和 细胞 外 ) 继 续 转移 , 相 
邻 站 点 之 间 的 转移 通过 小 泡 运输 的 方式 进行 。 

运输 小 泡 以 出 芽 的 方式 产生 ,表面 带 有 细胞 质 基 质 的 外 被 蛋白 (coat protein) ,在 到 
达 下 一 站 点 之 前 ,会 脱 去 ”外衣 ”, 并 与 es 印 下 货物 ,将 自己 的 膜 蛋 白 插 入 
到 目的 地 的 膜 上 。 有 三 类 小 泡 外 被 蛋白 :(1) COPIT 。 由 它 包 被 的 小 泡 从 内 质 网 出 芽 ， 
运输 的 方向 是 内 质 网 ~ 内 质 网 高 尔 基 体 中 间 区 (ERGIC) 一 高 尔 基 体 。(2) COP 工 。 由 
它 包 被 的 小 泡 从 ERGIC 或 高 尔 基 体 出 葬 , 将 货物 逆向 运输 回 " 故 居 ”。(3) 网 格 蛋 白 
Cclathrin) 。 由 它 包 被 的 小 泡 往返 于 高 尔 基 体内 体 C(endosome) ` 溶 酶 体 和 质 膜 。 

小 泡 的 融合 机 制 可 用 SNARE 假说 来 解释 , 即 小 泡 融合 由 成 对 的 SNARE 蛋白质 之 
间 的 相互 作用 介 导 ,小 泡 膜 上 的 是 v- SNARE, 目标 膜 上 的 是 t- SNARE。SNARE -- 
SNARE 配对 提供 能 量 将 两 个 脂 双 层 膜 拉 近 ,导致 它 们 不 稳定 ,然后 发 生 融 合 。 
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另外 ,一 类 叫 Rab 的 小 G 蛋白 在 小 泡 的 出 芽 和 融合 中 起 作用 , 它 的 作用 是 分 布 在 正 
确 的 膜 上 ,标记 不 同 的 细胞 器 和 运输 小 泡 ,以 促进 特异 性 融合 的 发 生 。 运 得 小 泡 在 Raby/ 
GTP 的 作用 下 ,与 效应 蛋白 和 vv- SNARE 作用 ,组 装 预 融合 复合 物 (prefusion 
complex) 。 不 同 的 Rab 作用 不 同 的 目标 膜 , 组 织 其 他 效应 皇 白 和 t- SNARE。 效 应 蛋白 
通过 蛋白质 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 将 需要 融合 的 膜 拉 到 一 起 。 在 融合 以 后 ,NSF/ 
SNAP 蛋白 复合 物 促 进 SNARE 解体 ,以 便 循 环 使 用 。 

实际 上 ,蛋白 质 每 进入 一 个 站 点 ,都 会 面临 两 种 选择 :是 继续 向 下 一 站 转移 还 是 以 此 
为 终点 站 ? 对 于 以 内 质 网 为 终点 的 蛋 和 白质 因 带 有 第 二 种 信号 序列 , 即 内 质 网 滞留 信和 号 而 
得 以 留 在 内 质 网 。 实 验证 明 ,在 C 端 含有 KDEL 序列 的 可 浴 性 蛋白 质 会 以 内 质 网 腔 为 终 
点 ,在 C 端 含有 KKXX(X 为 任何 氨基 酸 残 基 ) 序 列 的 跨 膜 蛋 白 会 以 内 质 网 膜 为 终点 , 没 
有 KDEL 或 KKXX 序列 的 蛋白 质 将 从 内 质 网 通过 小 泡 运 输 转 移 到 高 尔 基体 。 因 此 ， 
KKXX 和 KDEL 仿佛 是 内 质 网 为 内 质 网 蛋白 预 发 的 "绿卡 ”, 带 有 这 张 “ 绿 卡 ” 的 蛋白 质 
会 最 终 永远 留 在 内 质 网 。 然 而 ,不 论 是 KDEL 序列 ,还 是 KKXX 序列 , 均 不 能 保证 含有 
该 序列 的 蛋白 质 就 不 会 被 错 运 到 高 尔 基体 。 问 题 是 ,如 果 它 们 误 入 了 高 尔 基 体 ,细胞 还 
有 没有 什么 补救 的 措施 ”事实 上 ,在 它们 误 入 到 高 尔 基体 以 后 .含有 KDEL 或 KKXX 序 
列 的 蛋白 质 在 其 中 可 与 特定 的 受 体 蛋 白 结 合 ,被 选择 性 打包 到 特定 运输 小 泡 , 然 后 再 返 
回 到 内 质 网 。 四 

在 内 质 网 蛋白 留 在 内 质 网 以 后 ,高 尔 基体 蛋白 ` 浴 酶 体重 白 、 细 胞 膜 重 白 和 分 刻 重 白 
会 通过 小 泡 运输 到 它们 的 第 二 站点, 即 高 尔 基 体 。 在 这 里 :高 尔 基 体 蛋 白 因为 还 带 有 高 
尔 基体 滞留 信和 号 便 永 远 留 在 高 尔 基体 , 而 以 深 酶 体 为 终点 的 各 种 水 解 酶 ,依赖 于 其 上 的 
信和 号 斑 会 在 其 共 价 相连 的 N 守 糖 链 上 ,加 上 一 个 或 多 个 6 -磷酸 甘露 柱 (mannose 6 - 
phosphate,M6P) 。M6P 是 它们 进入 洲 酶 体 的 信号 * 位 于 远离 细胞 核 一 侧 即 高 尔 基 体 反 
面 (trans side) 膜 上 的 M6P 受 体 和 蛋白 能 够 识别 并 结合 这 种 信号 。6 -磷酸 甘露 糖 受 体 横 路 
高 尔 基体 膜 ,在 细胞 质 基 质 一 侧 有 接头 和 蛋白 (adaptor protein) 的 结合 位 点 ,网 格 和 蛋白 再 与 
接头 蛋白 结合 。 于 是 ,在 网 格 蛋白 .接头 蛋白 以 及 一 种 小 G 蛋白 ARFI1 的 帮助 下 ,该 区 域 
的 高 尔 基体 膜 以 出 芽 的 形式 ,被 打包 成 由 网 格 和 蛋白 包 被 的 小 泡 。 其 中 网 格 蛋 自在 障 表 面 
组 装 成 篮 仍 状 网 格 结构 ,从 而 导致 膜 扭 曲 , 进 而 出 芽 。 由 网 格 蛋白 包 被 的 小 泡 有 不 同 的 
目的 地 ,这 由 接头 蛋白 的 性 质 决 定 。 这 里 涉及 的 接头 蛋白 可 让 小 泡 与 次 级 内 体 (Clate 
endosome) 融 合 ,并 最 终 转变 为 深 酶 体 。 内 体内 更 低 的 pH 引起 受 体 与 水 解 酶 解 离 , 同 时 
位 于 M6P 上 的 磷酸 根 被 水 解 下 来 ,以 确保 已 进入 的 水 解 酶 不 会 再 离开 溶 酶 体 。 而 与 水 
解 酶 解 离 的 受 体重 新 回 到 高 尔 基 体循环 使 用 。 

分 泌 和 蛋白 和 细胞 膜 蛋白 由 于 无 M6P, 就 集中 在 高 尔 基体 其 他 的 区 域 ,同样 以 出 芽 的 
方式 形成 与 细胞 膜 融 合 的 分 沁 小 泡 。 分 谈 小 泡 在 与 质 膜 融合 以 后 ,分 弯 蛋 白 被 释放 到 胞 
外 ,而 整合 在 小 泡 膜 上 的 蛋白 变 成 了 细胞 膜 蛋 白 。 


二 、 翻 译 后 途径 


通过 此 条 途径 进行 定向 .分 拣 的 蛋白 质 由 细胞 核 基因 编码 .定位 于 线粒体 .叶绿体 、 
细胞 核 和 过 氧化 物 酶 体 等 细胞 器 。 

(一 ) 线粒体 蛋白 的 定向 与 分 拒 

线粒体 蛋白 质 组 大 概 含有 1 500 种 不 同 的 蛋白 质 , 但 只 有 10 多 种 由 线粒体 基因 组 编 
码 , 绝 大 多 数 蛋 白质 由 核 基 因 编 码 。 这 些 由 核 基因 编码 的 蛋白 质 始 终 在 细胞 质 基 质 游离 
的 核糖 体 上 翻译 ,经 过 翻译 后 定向 和 分 拣 进入 线粒体 。 构 成 它们 的 肽 链 含 有 线粒体 分 拣 
信和 号 ,其 中 最 重要 的 信号 位 于 N 端 , 这 种 信号 序列 有 时 称 为 导 肽 序列 (leader peptide 
sequence) 。 导 肽 的 序列 特征 包括 :由 15 一 70 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,内 有 一 组 带 正 电荷 的 碱 
性 氨基 酸 残 基 ,一 些 像 Ser.Thr 一 样 的 亲 水 氨基 酸 残 基 穿 插 在 其 中 ,几乎 无 酸性 氨基 酸 。 


第 十 章 ”蛋白 质 的 翻译 后 加 工 、 分 拒 、 定 向 和 水 解 


这 种 信号 序列 不 会 被 SRP 识别 ,在 水 溶液 中 很 少 形成 二 级 结构 ,但 是 一 旦 插入 线粒体 膜 
则 会 自动 形成 两 亲 螺 旋 。 

为 了 便于 后 面 的 跨 膜 转运 ,细胞 质 基质 中 的 分 RE 
子 伴侣 会 与 待 分 撕 的 线粒体 蛋白 质 前 体 结 合 , 以 防 分 子 伴 倡 
止 其 提前 折 和 登 或 相互 间 * 非 法 "聚集 ,维持 蛋白 质 处 
于 一 种 细 长 .容易 跨 膜 的 伸展 状态 。 在 线粒体 基质 
一 侧 ,也 有 分 子 伴 个 与 正在 入 内 的 肽 链 结合 ( 图 10 - 
各 

线粒体 的 亚 空间 包括 基质 、 膜 间隙 (外 室 )、 内 膜 
和 外 膜 。 进 入 线粒体 的 蛋白 质 又 如 何 被 分 拣 到 最 后 
的 亚 空间 呢 ? 一 般 认 为 ,不 同 的 蛋白 质 还 可 能 带 有 
不 同 的 次 级 信号 序列 ,指导 它们 定位 到 最 后 的 位 置 。 
以 定位 在 膜 间 孙 的 蛋白 质 为 例 , 含 有 的 次 级 信和 号 序 
列 要 么 阻止 一 种 蛋白 质 通过 内 膜 ,使 之 截留 在 膜 间 
隙 (如 细胞 色素 pb ) ,要 么 与 内 膜 上 不 同 的 移 位 复合 
物 结合 ,从 内 膜 返 回 膜 间隙 (如 细胞 色素 em )。 缺 乏 
次 级 信号 序列 的 蛋白 质 则 留 在 基质 。 如 果 人 为 从 细 
胞 色素 上 中 去 除 膜 间隙 定位 序列 , 那 它 就 不 能 够 回 辆 苑 - 26 ”分子 伴 侣 在 翻译 后 的 蛋 


到 膜 间隙 ,而 始终 留 在 基质 ;相反 ,如 果 在 一 种 基质 自 质 定向 转移 中 的 作用 
蛋白 分 子 上 插入 膜 间隙 定位 序列 , 它 就 会 误 和 人 膜 
间 孙 。 


1， 线 粕 体 基 质 蛋白 的 定向 与 分 拒 

在 细胞 质 基质 ,线粒体 输入 刺激 因子 Cmitochondrial-import stimulating factor,MSEF) 
或 分 子 伴侣 HSP70 与 在 游离 的 核糖 体 上 正在 延伸 的 肽 链 结合 , 和 通过 水 解 ATP 以 阻止 其 
提前 折 释 。 以 线粒体 为 目的 地 的 蛋白 质 多 数 在 N 端 含有 特殊 的 导 肽 序列 ,这 种 导 肽 序列 
使 其 能 够 与 横 跨 外 膜 的 转运 蛋白 (Transport across the Outer Membrane,TOMD) 复合 体 
上 的 受 体 恒 白 结 合 ,以 方便 蛋白 质 与 移 位 子 之 间 的 相互 作用 。 为 了 证 蛋白 质 能 够 顺利 跨 
膜 , 细 胞 质 基质 内 的 HSP70 必须 与 结合 的 肽 链 解 离 ,此 过 程 也 需要 ATP 的 水 解 。 

TOM 复合 体 与 导 肽 结合 的 部 分 由 Tom70 和 Tom37 组 成 ,这 两 种 蛋白 质 随后 会 将 
蛋白 质 转交 给 另外 两 种 蛋白 质 Tom 22 和 Tom20 ,而 Tom22 和 Tom20 再 将 和 蛋白质 
转移 到 由 Tom40 组 成 的 通道 上 (图 10 -27)。 在 内 膜 上 还 有 一 种 叫 横 跨 内 膜 的 转运 蛋白 
(Transport across the Inner Membrane,TIM) 复 合体 ,由 它 构 成 蛋白 质 穿 过 内 膜 的 通道 。 
蛋白 质 进 入 基质 只 发 生 在 内 外 膜 的 接触 点 ,而 形成 两 亲 螺 旋 则 有 利于 蛋白 质 的 跨 膜 转 
运 。TOM 和 TIM 通过 静电 作用 结合 在 一 起 。Tim 23 和 Tim 17 形成 移 位 子 。 和 蛋白 质 从 
Tom 插入 到 Tim23 形成 的 通道 中 需要 呼吸 链 创 造 的 质子 梯度 (A 殖 ) 。 此 外 ,在 基质 一 
侧 , 受 ATP 驱 动 的 前 导 序 列 转 位 酶 相关 联 的 分 子 马 达 (the presequence translocase- 
associated motor,PAMD) 也 是 蛋白 质 完成 跨 膜 转运 .进入 基质 所 必需 的 。PAM 的 主要 成 
分 是 线粒体 内 的 HSP70(CmtHSP70) ,一 旦 肽 链 跨 入 基质 一 侧 ,mtHSP70 就 与 其 结合 , 通 
过 水 解 ATP 阻 止 其 折 笃 ,并 驱动 它 的 跨 膜 转运 。 导 肽 在 进入 基质 以 后 ,被 基质 内 的 信和 号 
肽 酶 切 下 。 委 掉 导 肽 的 基质 蛋白 进入 mtHSP60 和 mtHSP10 形成 的 桶 装 折 兽 体 的 内 部 ， 
受 ATP 水 解 的 驱动 进行 折 郑 ,最 后 得 到 其 特有 的 三 维 结构 。 

2. 线粒体 非 基 质 蛋 和 白 的 定向 与 分 拒 

蛋白 质 进 入 基质 以 外 的 地 方 也 是 从 TOM 复合 体 开 始 的 ,对 定位 到 内 膜 的 蛋白 质 而 
言 ,至少 有 三 种 不 同 的 方式 :(1) 有 的 像 基 质 蛋 白 一 样 , 具 有 导 肽 序列 。 这 些 蛋 白质 也 需 
要 TOMVTIM 复合 物 , 但 由 于 在 导 肽 序列 之 后 是 一 段 玻 水 的 停止 转移 信号 序列 ,所 以 不 
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侠 10-27 细胞 核 编码 的 线粒体 基质 蛋白 的 定向 转移 


需要 PAM, 最 后 直接 留 在 内 膜 上 就 行 了 ;(2) 有 的 为 内 膜 上 的 多 次 跨 膜 蛋 白 ( 如 载体 蛋 
白 ) ,这 些 和 蛋白 质 没 有 导 肽 序列 ,但 内 部 含有 多 重 线粒体 输入 信和 叶 。 这 些 蛋 白质 起 初 由 外 
膜 上 另外 一 种 受 体 蛋 白 一 一 Tom70 识别 ,然后 再 通过 Tom40 转运 ,但 在 膜 间 际 , 会 被 一 
些小 的 可 洲 性 Tim(CTim9/Timl0) 和 蛋白 质 复合 体 识 别 。 随 后 ,在 内 膜 上 的 Tim22 复合 ! 
作用 下 , 受 内 膜 内 外 电化 学 势能 的 驱动 ,插入 到 内 膜 上 ;(3) 还 有 一 些 最 初 像 基 质 熏 白 一 
样 ,被 输送 到 基质 ,但 导 肽 序列 在 基质 被 切 掉 以 后 ,会 暴露 出 一 种 新 的 次 级 信号 序列 。 这 
种 信号 序列 被 氧化 酶 组 装 和 蛋白 1(oxidase assembly proteinl,Oxal ) 识 别 。 于 是 在 Oxal 
的 作用 下 ,这 些 蛋 白质 也 被 插入 到 线粒体 内 膜 上 。 和 需要 特别 指出 的 是 ,Oxal 也 是 那些 由 
mtDNA 编码 的 内 膜 蛋白 的 转运 蛋白 。 

对 外 膜 蛋白 而 言 , 主 要 有 三 种 情况 :具有 简单 拓扑 学 结构 (如 单 跨 膜 ) 的 外 膜 蛋白 只 
需要 TOM 复合 物 , 就 可 以 插 和 人 到 外 膜 上 ;具有 多 次 跨 膜 -螺旋 的 外 膜 鼻 白 不 通过 TOM 
复合 物 ,而 是 通过 线粒体 输入 机 器 (mitochondrial import machinery,MIMD) 进行 的 ;拓扑 
学 结构 较 复 杂 的 蛋白 质 ( 如 具有 B- 桶 结构 的 孔 蛋 白 和 Tom40) 首 先 需要 通过 TOM 复合 
体 进 入 膜 间 院 , 然 后 在 膜 间 院 中 较 小 的 Tim 蛋白 的 帮助 下 ,通过 分 拣 与 组 装 (sorting and 
assembly,SAMD) 复 合 物 插 入 到 外 膜 。 

某 些 线粒体 的 膜 间 院 蛋 白 所 使 用 的 机 制 与 上 述 所 有 的 机 制 都 不 同 , 例 如 细胞 色素 c。 
它 是 一 种 与 内 膜 外 侧 相 结合 的 蛋白 质 , 它 的 N 端 没 有 可 切除 的 信号 肽 序列 。 在 细胞 质 合 
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成 以 后 , 以 无 血红 素 结合 的 形成 存在 ,这 时 的 细胞 色素 c 称 为 脱 辅 基 细 胞 色素 
Capocytochrome c) 。 脱 辅 基 细胞 色素 <“ 直接 通过 外 膜 , 进 入 膜 间隙 ,驱动 力 由 细胞 色素 c 
血红 素 裂 合 酶 (cytochrome c heme lyase,CCHIL) 提 供 ,CCHL 催化 血红 素 辅 基 共 价 连接 
到 脱 辅 基 细胞 色素 c 上 ,以 产生 跨 膜 的 脱 辅 基 细胞 色素 c 的 梯度 。 

3. 蛋白 质 输 入 线粒体 的 调控 

蛋白 质 进入 线粒体 是 受到 调控 的 ,受到 调控 的 对 象 主要 是 TOM 复合 物 , 而 调控 的 
手段 主要 是 磷酸 化 修饰 。 在 细胞 质 基质 内 ,一 些 蛋 白质 激酶 随 着 细胞 生长 条 件 和 细胞 周 
期 的 变化 被 激活 或 失 活 , 从 而 影响 到 TOM 复合 物 内 某 些 亚 基 的 磷酸 化 水 平 。 而 TOM 
复合 物 各 亚 基 的 磷酸 化 可 影响 到 TOM 复合 物 的 组 装 , 从 而 影响 到 有 功能 的 TOM 复合 
物 的 可 得 性 。 此 外 ,磷酸 化 还 可 以 直接 减弱 细胞 质 基 质 中 HSP70 与 Tom70 的 结合 ， 
而 影响 到 HSP70 依赖 性 的 线粒体 蛋白 的 输入 。 

(二 ) 叶绿体 蛋白 的 定向 与 分 拣 

与 线粒体 相 比 ,叶绿体 含有 更 多 的 和 蛋白质, 而 许多 蛋白 质 由 核 基 因 编 码 , 它 们 包括 
DNA 聚合 酶 、 氨 酰 - tRNA 合成 酶 、 约 273 的 核糖 体 蛋 白质 、 参 与 光 反 应 的 部 分 蛋白 质 和 
参与 卡尔 文 循环 的 1,5 -二 磷酸 核 酮 糖 羧 化 酶 和 加 氧 酶 (rubisco) 的 小 亚 基 等 。 由 核 基 因 
编码 的 蛋白 质 进入 叶绿体 的 过 程 ( 图 10 - 28) 与 进入 线粒体 很 相似 ,但 至 少 有 3 个 重要 差 
别 :(G1) 线粒体 比 它 少 一 层 膜 ( 类 圳 体 膜 ) 和 一 种 可 溶性 腔 ( 类 圳 体腔 ) ,因此 ,在 叶绿体 基 


基质 定位 信和 号 9 |) 
类 襄 体 腔 
定位 信号 


SOCEeY 


ooeooc 


VCKXDCXC 


折 乔 好 的 沉 外 类 讼 体 膜 
基质 蛋白 Wo 
全 10-28 细胞 核 编码 的 叶绿体 蛋白 的 定向 转移 
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GE 和 如果 闪 GFP 最 终 定 
位 到 植物 绍 胞 的 类 并 体 腊 
上 ,你 认为 需要 引入 哪 凡 种 
信号 肽 序列 ? 
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质 , 还 需要 进一步 分 拣 和 定位 ,才能 将 相关 的 蛋白 质 运 送 到 类 圳 体 ;(2) 参与 叶绿体 膜 转 
运 的 TOC 或 TIC 与 参与 线粒体 膜 转运 的 蛋白 质 TOM 或 TIM 在 结构 上 无 同 源 性 ;(3) 
输入 到 线粒体 基质 的 蛋白 质 不仅 需 要 消耗 ATP,. 还 需要 消耗 跨 线 粒 体内 膜 的 质子 梯度 。 

1. 定位 于 基质 

进入 叶绿体 的 蛋白 质 带 有 叶绿体 分 拣 信 号 ,其 中 最 重要 的 在 N 端 。 这 段 信号 序列 通 
常 称 为 输送 肽 (transit peptide) ,由 50 个 左右 的 氨基 酸 残 基 组 成 ,一 般 富 含 Ser、Thr 和 一 
些小 的 亲 水 氨基 酸 残 基 , 很 少 有 酸性 氨基 酸 残 基 。 含 有 输送 肽 序列 的 蛋白 质 通 过 受 体 介 
导 的 转运 方式 ,进入 叶绿体 的 基质 。 在 基质 内 被 特殊 的 蛋白 酶 切 掉 N 端 20 一 25 个 氨基 
酸 残 基 , 余 下 的 次 级 信号 序列 可 继续 指导 蛋白 质 进 入 类 圳 体 膜 或 类 圳 体腔 。 分 子 伴 倡 
HSP70 在 细胞 质 基质 与 前 体 蛋 白 结 合 维持 其 处 于 伸展 状态 ,同时 ,细胞 器 内 的 分 子 伴侣 
HSP60 和 HSP10 则 促进 折 赫 。 在 跨 膜 转移 中 ,需要 消耗 AITP 和 GTP。 

转运 受 体 和 移 位 子 复 合体 在 内 外 膜 接触 点 组 装 。 位 于 外 膜 的 称 为 横 跨 叶绿体 外 障 
的 转运 蛋白 (transport across the outer chloroplast membrane,TOC) 复 合体 ,由 大 小 分 别 
为 159 kDa.75 kDa 和 34 kDa 和 蛋白 组 成 ,其 中 159 kDa 和 34 kDa 蛋白 结合 GTP。 位 于 内 
膜 的 称 为 横 跨 叶绿体 内 膜 的 转运 蛋白 (transport across the inner chloroplast membrane， 
TIC) 复 合体 。TOC 和 TIC 之 间 还 有 HSP70 输入 中 间 物 关联 蛋白 (import intermediate 
assoclated protein,IAP) 。 

2. 定位 于 类 过 体 膜 和 腔 

除了 内 外 膜 . 基 质 和 膜 间 隐 以 外 ,叶绿体 还 有 类 吉 体 膜 和 类 圳 体腔 。 定 位 于 类 圳 体 
膜 和 腔 的 蛋白 质 具 有 较 长 的 输送 肽 序列 ,其 内 部 包括 两 种 信号 :第 一 种 信号 指导 和 蛋白质 
通过 内 外 膜 进入 叶绿体 基质 ,第 二 种 信号 比较 隐蔽 , 它 负责 指 导 蛋 白质 从 基质 进入 类 吉 
体 。 这 两 种 信号 按照 一 定 的 次 序 被 切除 。 在 蛋白 质 进 入 叶绿体 的 基质 以 后 ,第 一 种 信和 号 
序列 被 切除 。 与 此 同时 ,第 二 种 信号 随 之 暴露 ,这 种 信号 序列 为 类 圳 体 分 拣 信 号 ,由 它 指 
导 和 蛋白 质 进 入 类 圳 体 。 

有 证 据 表明 ,类 吉 体 分 拣 信 号 序列 由 一 段 25 个 左右 的 踢 水 氨基 酸 残 基 组 成 ,其 前 方 
常常 有 一 些 带 正 电 荷 的 氨基 酸 残 基 ,以 便 和 类 赛 体 膜 上 的 移 位 子 复合 体 相 互 作用 。 正 如 
线粒体 一 样 , 由 光合 作用 光 反 应 产生 的 跨 类 宫 体 膜 的 质子 梯度 是 某 些 蛋白 质 进入 类 赛 体 
所 需要 的 。 当 进入 类 圳 体 以 后 ,额外 的 信号 序列 会 被 切除 ,其 内 的 分 子 伴侣 协助 蛋白 质 
正确 地 折 笃 。 

蛋白 质 通过 类 圳 体 膜 共有 三 条 途径 ,这 三 条 途径 的 部 分 成 分 是 共享 的 ,其 中 前 两 条 
途径 与 细菌 的 两 条 路 径 相 似 ( 见 后 ):(1) SecA 蛋白 依赖 型 ,如 质 体 蓝 素 。 该 途径 需要 
SecA 蛋白 ,消耗 ATP, 受 p 了 梯度 的 刺激 ;(2) pH 梯度 依赖 型 ,如 PST 产 氧 复合 物 的 
OFE24 和 OFE17 亚 基 。 该 途径 需要 跨 类 圳 体 膜 的 质子 梯度 。 通 过 此 途径 进入 类 圳 体 的 蛋 
白质 在 输送 肽 上 含有 一 对 必需 的 Arg 构成 的 模 体 结构 ;(3) SRP 依赖 型 ,如 聚 光 叶 绿 素 
蛋白 (light-harvesting chlorophyll protein,LHCP)。 该 途径 涉及 SRP, 需 要 GTP,. 受 pH 
梯度 刺激 ,但 叶绿体 SRP(CcpSPR) 没 有 RNA, 只 有 和 蛋白质, 其 中 有 一 种 叶绿体 特有 的 蛋白 
质 为 cpSPR43 , 它 在 SRP 中 通过 模拟 RNA 起 作用 。 

(三 ) 某 些 线粒体 蛋白 和 叶绿体 蛋白 的 双重 定向 与 分 拒 

迄今 为 止 ,已 在 多 种 不 同 的 植物 中 ,发 现 约 有 50 种 不 同 的 由 核 基 因 编 码 的 蛋白 质 可 
以 同时 定位 到 线粒体 和 叶绿体 中 。 例 如 ,更 豆 (Piswz satiutz) 体 内 的 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 
(glutathione reductase) 和 拟 南 芥 体 内 至 少 18 种 氨 酰 -tRNA 合成 酶 。 这 些 和 蛋白 质 使 用 模 
糊 的 双重 定位 信号 序列 :总 的 特征 既 像 标准 的 线粒体 蛋白 导 肽 序列 ,又 像 典型 的 叶绿体 
蛋白 输送 肽 序列 ,只 是 在 个 别 氨基 酸 的 量 和 分 布 上 有 所 差别 ,例如 Phe、Leu 和 Ser 的 含 
量 上 升 ,而 酸性 氨基 酸 和 Gly 的 含量 降低 。 
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(四 ) 核 蛋白 的 定向 与 分 拒 

指导 蛋白质 进 入 细胞 核 的 信号 序列 称 为 细胞 核定 位 序列 Cnuclear localization 
sequence,NLS)( 表 10- 1)。 核 蛋白 是 以 完全 折 释 的 状态 通过 核 孔 复合 物 Cnuclear pore 
complex,NPC) 转 运 的 。 一 且 它 们 翻译 好 , 即 发 生 折 耕 。 核 重 白 通过 NPC 需要 Ran 重 
自 。Ran 属于 小 G 和 蛋白, 其 功能 是 调节 货物 (主要 是 被 运输 的 核 蛋 白 ) 受 体 复合 体 的 组 装 
和 解体 。 

NLS 经 常 以 环 的 形式 突出 在 核 蛋 自分 子 的 表面 ,以 方便 与 细胞 核 输入 受 体 结合 。 核 
蛋白 进入 细胞 核 的 详细 步骤 是 (图 10 - 29):(1) 核 蛋白 与 由 输入 素 或 输入 蛋白 
(Cimportinya 和 8 组 成 的 核 输 入 受 体 结合 ;(2) 核 蛋 白 - 受 体 复 合 物 与 NPC 胞 质 环 上 的 纤 
维 结合 ;(3) 纤维 向 核 内 弯曲 , 移 位 子 构象 发 生 改变 ,形成 杂 水 通道 ,货物 通过 ; (4) 核 蛋 
白 - 受 体 复合 体 与 核 质 内 的 Ran- GTP 结合 ,随后 复合 体 解 体 , 核 蛋 白 释 放 到 细胞 核 ;(5) 
与 Ran-GTP 结合 的 输入 素 B 进 入 细胞 质 ,Ran- GTP 在 GTP 酶 激活 蛋白 (GAP) 的 作用 
下 ,其 潜在 的 GTP 酶 活性 被 激活 ,将 与 它 结合 的 GTP 水 解 成 GDP 后 ,Ran-GDP 返回 细 
胞 核 在 鸟 苷 酸 交 换 因 子 RCC1 的 催化 下 ,重新 转换 为 Ran - GCTP;(6) 在 核 内 输出 素 
Cexportin) 的 帮助 下 ,输入 素 返回 细胞 质 基质 与 输入 素 B 重 新 组 装 成 细胞 核 输 入 受 体 ， 
参与 下 一 轮 的 转运 。 由 于 RCC1 在 细胞 核 .Ran 的 GAP 在 细胞 质 的 不 对 称 分 布 , 核 蛋 白 
质 进 入 细胞 核 的 过 程 可 持续 不 断 地 进行 。 


核 蛋 白 < 人 吕 | 寺 必 Ran 
NLS 一 于 ”输入 素 c 、 输 入 素 有 
人 图 10-29 由 NLS 介 导 的 细胞 核 蛋白 的 定向 转移 


某 些 调节 基因 表达 的 转录 因子 在 需要 它们 之 前 ,被 隔离 在 细胞 核 之 外 。 隔 离 它 们 的 
手段 是 控制 它们 的 NLS: 有 的 是 对 NLS 进行 磷酸 化 修饰 ,使 其 丧失 活性 ;有 的 是 与 特殊 
的 抑制 蛋白 结合 ,将 NLS 隐藏 起 来 。 一 旦 受到 刺激 ,这 些 转 录 因 子 经 历 去 磷酸 化 反应 ， 
或 者 抑制 蛋白 释放 ,于 是 转录 因子 可 以 进入 细胞 核 , 调 节 特 定 基因 的 表达 。 

(五 ) 过 氧化 物 酶 体 蛋 自 的 定向 与 分 拒 

过 氧化 物 酶 体 是 由 单 层 膜 包 被 的 小 细胞 器 ,大 概 含有 50 种 左右 的 蛋白 质 , 这 些 蛋 
质 完全 由 细胞 核 基 因 编 码 ,并 在 细胞 质 游 离 的 核糖 体 上 翻译 的 ,有 膜 蛋白 和 基质 蛋白 。 
这 两 类 和 蛋白 的 定向 和 分 拣 机 制 是 不 同 的 ,目前 对 基质 蛋 自 的 定向 和 分 拣 机 制 了 解 得 比较 
清楚 。 

与 进入 线粒体 和 叶绿体 的 蛋白 质 不 同 的 是 ,过 氧化 物 酶 体 基 质 蛋 白 在 细胞 质 基 质 中 


CD 纪 胞 核 虱 白 在 到 达 
目的 地 以 后 ,其 中 的 NLS 并 
没有 被 切除 。 为 什么 ?如果 
被 切除 ,对 细胞 会 产生 什么 
后 果 ? 
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(GE 你 认为 同时 在 N 端 、 
内 部 和 ( 〇 端 分别 带 有 SRP 信 
号 肽 .NILS 和 PTS 的 (GEFP 在 
真 核 细 胞 内 合成 以 后 ,最 后 
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已 完全 折 秋 成 有 功能 的 形式 ,如 果 它 们 有 辅助 因子 ,会 和 辅助 因子 结合 好 ,如 有 四 级 结 
构 ,就 会 组 装 好 四 级 结构 再 进入 过 氧化 物 酶 体 。 例 如 ,过 氧化 氢 酶 刚 从 核糖 体 上 释放 出 
来 的 时 候 , 是 没有 折 释 的 ,也 没有 辅助 因子 结合 ,但 很 快 会 进行 折 释 ,并 与 血红 素 辅 基 结 
合成 亚 基 。 然 后 ,4 个 相同 的 亚 基 组 装 成 有 活性 的 过 氧化 氢 酶 。 另 外 ,在 细胞 质 基 质 中 
参与 分 拣 过 程 的 受 体 在 与 它们 结合 以 后 ,会 整合 或 横 跨 在 膜 上 ,让 其 通过 。 

指导 蛋白 质 进 入 过 氧化 物 酶 体 基 质 的 信号 序列 是 过 氧化 物 酶 体 定向 序列 
(peroxisome targeting sequence,PTS) 。PTS 通常 位 于 多 肽 链 的 C 端 (PTS1) ,如 过 氧化 
氢 酶 ,其 一 致 序列 为 SKL 或 SKF, 也 有 少数 蛋白 质 的 PTS 位 于 N 端 ,是 一 段 九 肽 序列 
(PTS2)。PTSI1 在 蛋白 质 进入 过 氧化 物 酶 体 以 后 并 不 被 切除 ,而 是 成 为 成 熟 蛋白 的 一 部 
分 ,但 PTS2 则 被 切除 。 

以 酵母 细胞 为 例 , 甚 带 有 PTSI1 的 过 氧化 物 酶 体 基 质 蛋 白人 内 的 基本 过 程 是 :(1) 新 
合成 并 折 友 好 的 蛋白 质 作 为 被 运输 的 货物 ,与 细胞 质 基 质 中 的 受 体 蛋白 Pex5 结合 。(2) 
装载 到 货物 的 受 体 停 泊 到 过 氧化 物 酶 体 膜 上 由 Pexl3、Pexl4 和 Pexl7 组 成 的 停泊 区 。 
《3) 受 体 搬入 到 膜 上 ,并 与 Pexl4 结合 形成 通道 ,货物 由 此 释放 到 腔 内 。(4) 在 由 Pex2、 
Pexl0 和 Pexl2 组 成 的 泛 素 连接 酶 Cubiquitin ligase) 复 合 物 以 及 由 Pex4 和 Pex22 组 成 的 
泛 素 结合 复合 物 (the ubiquitin conjugation complex) 催 化 下 ,Pex5 的 一 个 Cys 残 基 上 发 牛 
单 泛 酰 化 修饰 。(5) 在 由 Pexl、Pex6 和 Pexl5 组 成 的 抽取 复合 物 (the extraction complex) 
的 作用 下 , 泛 栈 化 的 Pex5 抽身 离开 膜 ,再 脱 泛 酰 化 进入 下 一 轮 运输 (图 10- 30) 。 


(e) 


过 氧化 物 酶 体腔 


@ 儒 10- 30 过 氧化 物 酶 体 蛋白 的 定向 转移 


(六 ) 细菌 蛋白 的 定向 与 分 拣 

细菌 蛋白 包括 细胞 质 基质 蛋白 、 细 胞 膜 蛋 白 和 分 刻 到 胞 外 的 蛋白 。 与 真 核 生 物 一 
样 , 其 细胞 质 基 质 蛋 白 不 含 任何 信号 肽 ,在 核糖 体 上 合成 好 以 后 会 直接 留 在 细胞 质 基质 。 
至 于 细胞 膜 蛋 白 和 分 刻 蛋 白 , 则 需要 信和 号 肽 的 指引 。 其 中 , 插 人 到 细胞 膜 上 的 膜 内 在 蛋 
白 的 定向 和 分 拣 一 般 属 于 共 翻 译 水 平 的 ,其 他 蛋白 质 则 属于 翻译 后 水 平 (图 10-31)。 

(1) 共 翻 译 水 平 的 定向 与 分 拣 

细菌 蛋白 质 的 共 翻 译 水 平 的 定向 与 分 拣 与 真 核 生物 相 似 , 只 是 细菌 SRP 的 组 分 要 
简单 得 多 ! 其 中 的 RNA 要 小 ,沉降 系数 为 4. 5S 或 6$。 以 大 肠 杆 菌 为 例 ,其 SRP 中 的 
RNA 为 4.5S, 仅 有 7SL RNA 的 2/3, 缺 乏 Alu 结 构 域 。 里 面 的 蛋白 质 只 有 一 种 ,为 Ffh， 
它 是 真 核 生 物 SRP54 的 同 源 物 , 也 具有 GTP 酶 的 活性 。 实 验证 明 , 缺 失 SRP 的 细菌 是 
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共 翻 译 水 平 
oo 、 


分 子 伴 俱 
分 子 伴侣 遍 


Tat 移 位 子 SecYEG YidC SecYEG 
僵 10-31 细菌 蛋白 质 的 分 泌 


不 能 生存 的 。 

膜 内 在 蛋白 插 和 人 到 细胞 膜 通常 还 涉及 SecYEG 移 位 子 , 以 及 辅助 蛋白 SecDF 和 
YidC。 在 大 多 数 情况 下 ,通过 这 种 基质 定位 的 膜 重 白 所 带 的 信号 肽 并 不 会 切除 ,而 是 最 
终 成 为 成 熟 蛋白 跨 膜 的 部 分 。 这 种 芍 水 的 信和 号 序列 在 从 核糖 体 离开 通道 中 伸 出 来 以 后 ， 
即 被 SRP 识别 并 紧密 结合 。 这 种 结合 降低 或 暂停 肽 链 延 伸 , 让 SRP 有 时 间 可 以 和 膜 上 
的 受 体 FtsY 结合 。FtsY 本 与 SecYEG 移 位子 中 的 SecY 亚 基 结 合 。 一 旦 SRP 与 FtsY 
结合 , 即 相 互 刺 激 对 方 的 GTP 酶 活性 ,使 各 自 结合 的 GTP 发 生 水 解 ,从 而 导致 核糖 体 - 
新 生 肽 链 复合 物 从 SRP 直接 释放 到 SecY 亚 基 上 。 随 后 ,翻译 继续 进行 ,这 为 肽 链 的 插 
入 提供 了 驱动 力 。 在 插入 膜 期 间 ,新 生 膜 蛋白 新 合成 的 跨 膜 片段 与 YidC 接触 。YidC 起 
辅助 作用 ,可 能 促进 玻 水 片段 进入 脂 双 层 , 或 协助 折 释 ,还 可 能 直接 充当 一 些小 膜 蛋白 的 
插入 酶 。 运 输 通道 由 两 个 异 源 三 聚 体 SecYEG 组 装 而 成 ,每 一 个 SecYEG 异 源 三 聚 体 单 
位 含有 15 个 跨 膜 的 -螺旋 。 二 聚 体形 成 的 中 央 孔 的 直径 约 2. 5 nm, 与 真 核 生 物 内 质 网 
上 的 Sec61 移 位 子 复 合 物 相 近 。 

《2) 翻译 后 水 平 的 定向 与 分 拣 

细菌 蛋白 质 翻 译 后 水 平 的 定向 与 分 拒 有 两 种 机 制 :一 是 与 共 翻 译 水 平 相似 ,也 需要 
SecYEG 移 位 子 , 但 没有 SRP 的 参与 ,还 需要 一 种 分 子 伴侣 SecB。 分 子 伴侣 SecB 所 起 作 
用 是 与 新 生 肽 链 结合 ,阻止 其 提前 折 礁 , 以 方便 肽 链 随 后 通过 SecYEG 移 位 子 。 移 位 过 
程 依赖 于 ATP, 受 SecA 驱动 。 一 旦 和 蛋白质 通 过 通道 ,信号 序列 就 被 细胞 外 与 膜 结 合 的 
蛋白 酶 切除 ;二 是 一 种 叫 双 精 氮 酸 转 位 酶 (twin-arginine translocase,Tat) 的 系统 。 通 过 
此 系统 的 蛋白 质 事先 已 折 蚕 好 。Tat 系统 由 TatA、TatB 和 TatC 三 种 蛋白 质 组 成 ,其 中 
TatBC 负责 识别 目标 蛋白 ,所 识别 的 信号 序列 是 目标 蛋白 分 子 上 含有 一 对 Arg 的 小 肽 
段 , 其 一 致 序列 是 STRRXFLK。TatA 则 横 跨 在 质 膜 上 形成 一 个 转运 通道 。 当 TatBC 将 
识别 的 蛋白 质 转移 给 TatA 以 后 , 跨 膜 转 运 就 开始 了 ,转运 的 动力 来 自 跨 膜 的 质子 梯度 。 

(七 ) 古 菌 蛋 和 白质 的 定向 和 分 拣 

古 菌 蛋白 质 的 定向 和 分 拣 系 统 在 某 些 方面 与 细菌 相似 ,又 在 某 些 方面 与 真 核 生 物 相 
似 ( 表 10-3)。 
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了 = 交 aaa 2 的 Ra 区， 二 as 


全 二 -只 二 汉 汪 休 共 英模 引 竺 习 


酯 键 酯 键 
质 膜 内 质 网 腊 
共 翻 译 水 平 蛋白 质 分 泌 王 直 质 分 副 《有 全 
翻译 后 水 平 障 蛋 自 插 大 膜 蛋白 插入 一 般 无 
SRP as 2 SRNRA RE SR 
SRP68,SRP72 
SRP 受 体 FtsY FtsY SRa'SR8 
分 子 伴 介 不 详 SecB HSP70 
移 位 子 核心 成 分 SecYEB SecYEG Sec6laB7 
移 位 子 辅助 成 分 SeeDF SecDF,YidC TRAM,Sec62163 
分 小 为 SecA 的 ATP 


3 分 沁 不 详 ; 障 蛋 自 插 ” 酶 活性 , 膜 蛋 直 狂 大 ，: 
移 位 的 动力 入 为 新 生 陵 链 的 延伸 ”为 质子 驱动 力 币 多 肽 ”新 生 肽 链 的 延伸 
链 的 延伸 


单 体 , 催化 氨基 酸 残 单 体 ,催化 氨基 酸 残 多 聚 体 , 催 化 氨基 酸 残 基 


信号 肽 醇 | 站 基 为 | Ser =- His 或 ， 3 为 Ser= His 或 Ser - His 
Ser= His= Asp ， 基 为 2 Ts 一 Asp 


就 其 共 翻 译 水 平 的 机 制 而 言 ,其 SRP 含有 的 RNA 为 7SL RNA。 这 种 RNA 与 真 核 生 
物 的 7SL RNA 相 比 ,尽管 在 一 级 结构 上 差别 较 大 ,但 在 二 级 结构 上 十分 相似 (图 10 -32)， 


(D 真 核 生物 


(2) 古 菌 


(3) 细菌 (大 肠 杆菌 ) 


F 和 外 
侠 10-32 ， 真 核 生 物 , 古 菌 和 细菌 的 SRP 在 结构 上 的 比较 
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含有 的 蛋白 质 SRP54 和 SRP19 与 真 核 生 物 同样 相似 ,其 SRP19 的 功能 是 促进 古 菌 SRP 
的 组 装 , 其 SRP54 的 功能 是 识别 信号 序列 ,甚至 可 以 识别 哺乳 动物 的 信号 序列 。 其 信和 号 
肽 酶 与 细菌 一 样 , 以 单 体 的 形式 存在 ,而 不 是 真 核 生物 的 多 聚 体 , 但 负责 催化 的 氨基 酸 残 
基 与 真 核 生 物 一 样 是 Ser- His 或 Ser- His- Asp, 而 不 是 细菌 的 Ser- Lys。 然 而 , 古 菌 的 
SRP 受 体 也 是 FtsY。 它 的 移 位 子 的 核心 成 分 是 YEGB, 辅助 成 分 是 DF。 

就 其 翻译 后 水 平 的 机 制 而 言 , 古 菌 也 有 Tat 系统 ,特别 是 在 哮 盐 古 菌 中 更 加 普遍 ,这 
样 让 和 蛋白质 折 和 友好 再 进入 高 盐 的 环境 ,可 能 有 助 于 防止 错误 的 折 和 大。 目前 对 古 菌 Tat 系 
统 的 了 解 , 主 要 是 基于 对 一 些 古 菌 全 基因 组 序列 结果 的 预测 。 就 古 菌 Tat 系统 的 组 成 来 
说 ,它们 有 TatA 和 TatC, 但 似乎 没有 TatB。 而 且 , 嗜 盐 古 菌 驱 动 蛋白 质 通过 Tat 系统 的 
动力 不 是 细菌 和 叶绿体 所 使 用 的 质子 梯度 ,而 是 钠 离 子 梯度 。 


第 三 节 ”细胞 内 蛋白 质 的 选择 性 降解 


细胞 内 的 蛋白 质 在 不 断 地 合成 ,同时 也 在 不 断 地 分 解 。 这 样 的 过 程 看 似 浪 费 , 其 实 
可 以 为 细胞 清除 一 些 不 正常 或 者 一 些 不 再 需要 的 酶 和 和 蛋白质, 从 而 使 细胞 代谢 井然 有 
序 。 然 而 ,不 同性 质 的 蛋白 质 的 半衰期 差别 很 大 ,从 几 分钟 到 几 百 个 小 时 不 等 。 通 常 承 
担 重 要 调节 作用 的 蛋白 质 , 如 一 条 代谢 途径 中 的 限 速 酶 、. 原 癌 基 因 的 产物 和 细胞 周期 蛋 
和 白 的 半衰期 最 短 ,而 由 管家 基因 编码 的 管家 蛋白 的 半衰期 最 长 。 

与 蛋白 质 在 细胞 外 (如 动物 消化 道 ) 进 行 的 不 受 控制 .也 完全 不 需要 ATP 的 水 解 途 
径 相 比 ,细胞 内 发 生 的 蛋白 质 水 解 是 受到 严格 调控 的 ,其 中 有 的 水 解 过程 依 赖 于 ATP， 
有 的 不 依赖 于 ATP。 


一 \ 真 核 生物 细胞 内 的 蛋白 质 降 解 系统 


在 真 核 细 胞 中 ,主要 存在 两 套 蛋 白质 降解 系统 :一 套 是 溶 酶 体 或 液 泡 ( 植 物 与 真菌 ) 
系统 , 另 一 套 是 蛋白 酶 体 (proteasome) 系 统 , 甚 中洲 酶 体 降 解 系统 不 依赖 于 ATP。 

溶 酶 体 或 液 泡 降 解 系统 主要 负责 处 理由 胞 外 摄 和 人 到 胞 内 的 蛋白 质 、 在 受 体 介 导 的 内 
符 中 进入 内 大 小 体 的 细胞 膜 蛋白 ;以 及 被 自 只 体 (autophagosome) 吞 只 的 胞 内 和 蛋白质 。 

真 核 细胞 内 的 蛋白 酶 体 降解 系统 不 仅 需要 消耗 ATP, 还 需要 一 种 叫 泛 素 (ubiquitin， 
Ub) 的 蛋白 质 , 而 降解 的 真正 场所 是 在 蛋白 酶 体内 。 和 蛋白 酶 体 完全 是 一 种 由 和 蛋白质 组 成 
的 细胞 器 ,存在 于 细胞 质 和 细胞 核 ,负责 处 理 内 源 的 蛋白 质 , 它 们 包括 转录 因子 .周期 蛋 
白 .病毒 编码 的 和 蛋白质、 基因 突变 或 翻译 异常 产生 的 错误 折 友 的 蛋白 质 ,以 及 细胞 质 基质 
受到 损伤 的 蛋白 质 。 故 这 种 降解 系统 对 于 基因 表达 和 细胞 周期 的 调控 ,以 及 细胞 对 付 各 
种 胁迫 条 件 等 方面 都 具有 重要 意义 。 

(一 ) 泛 素 的 结构 与 功能 

泛 素 广泛 存在 于 真 核 生物 ,由 76 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,在 一 级 结构 上 高 度 保守 ,例如 
酵母 与 人 的 泛 素 在 氨基 酸 序列 上 只 差 3 个 氨基 酸 。 在 三 维 结构 上 , 泛 素 具有 两 个 高 度 保 
守 的 部 分 :一 部 分 是 由 4 一 5 股 混合 型 B- 折 释 和 一 段 -螺旋 构成 的 球状 结构 域 。 这 个 结 
构 域 十 分 稳定 ,通常 能 够 抵抗 环境 因素 (如 热 ) 的 影响 ; 另 一 部 分 是 带 有 LRGG 序列 模 体 
呈 高 度 柔性 的 C 端 尾巴 。 该 尾巴 离开 致密 的 球状 结构 域 向 外 伸 出 ,有 助 于 C 端 羧 基 与 其 
他 有 蛋白质 分 子 上 的 Lys 残 基 的 侧 链 形成 异 肽 键 (图 10 - 33) 。 

泛 素 本 身 并 不 降解 蛋白 质 , 它 仅 仅 是 给 降解 的 靶 蛋 白 打 上 "死亡 标签 ”降解 过 程 由 
26S 蛋白 酶 体 执行 。 

(二 ) 泛 酰 化 反应 及 其 功能 

泛 素 的 功能 是 参与 蛋白 质 的 泛 酰 化 修饰 反应 。 泛 酰 化 由 三 步 反 应 组 成 (图 10 - 34)， 
依次 由 泛 素 活化 酶 Cubiquitinractivating,E1)、 泛 素 结合 酶 Cubiquitinrconjugating,E2) 和 泛 


417 


418 


CH: O CH; 
驾 蛋白 C 端 Gly76 
贸 10- 33 泛 素 的 三 维 结构 及 其 与 靶 蛋 白 形成 的 异 肽 键 


人 中 ENER O El-SH O 
巨 Ub-LoH ATP” Ub 表 LAMP+pp 
Ub EI~Ub |E-si 
O 
人 Ri 昌 Ub 一 LN-H 滞 . 
小 肪 +Ub- 肽 E, 靖 四 恒 白 
26S 近 靶 恒 白 -s-NH， ES 抽 
ADP+P， 人 Ei 
Ub 一 靶 蛋 白 二 本 表 了 辑 恒 白 
ATP Ub-L_ S 


Ub 
售 10-34 蛋白 质 泛 酰 化 与 蛋白 质 的 定向 水 解 


素 连接 酶 Cubiquitin ligase,E3) 催 化 。 首 先 , Ub 以 依赖 于 ATP 的 方式 被 El1 激活 ;然后 ， 
E2 和 E3 一 起 识别 靶 蛋 白 , 并 催化 泛 素 的 C 端 羧 基 与 靶 蛋 白 分 子 上 一 个 Lys 残 基 的 s- 
NHP 形 成 异 肽 键 , 从 而 导致 靶 蛋 白 的 泛 栈 化。 

细胞 有 多 种 类 型 的 E2 ,但 不 同 的 E2 行使 不 同 的 功能 。 例 如 ,同属 于 E2 的 Ubc2 和 
Upbc3 分 别 参与 DNA 修复 和 降解 周期 蛋白 。 同 样 ,也 发 现 多 种 类 型 的 E3, 它 们 具有 不 同 
的 底 物 特异 性 ,其 中 有 一 类 专门 识别 N 端 规则 ( 克 后 ) ,还 有 的 针对 特定 的 底 物 蛋白 。 

蛋白 质 的 泛 酰 化 修饰 有 单 泛 酰 化 (monoubiquitylation)、 多 重 单 泛 酰 化 (multiple 
monoubiquitination) 和 多 聚 泛 酰 化 (polyubiquitination) 三 种 形式 。 如 果 丢 蛋白 上 仅 连接 1 
个 泛 素 分 子 , 就 称 为 单 泛 酰 化 ;如 果 同 一 个 靶 蛋 白 分 子 上 有 几 个 Lys 残 基 连 接 上 单个 泛 
素 分 子 ,就 称 为 多 重 单 泛 酰 化 ;如 果 连 接 到 租 蛋 白 上 的 泛 素 分 子 本 身 的 Lys 残 基 (Lys48、 
Lys63 或 Lys29) 又 发 生 泛 酰 化 ,以 致 多 个 泛 素 分 子 以 异 肽 键 连接 在 一 起 ,就 称 为 多 聚 泛 
酰 化 。 由 于 泛 素 的 Lys48 残 基 的 侧 链 从 球状 结构 域 伸 出 到 水 相 , 因 此 , 它 最 适合 与 另 一 
个 泛 素 分 子 的 Gly76 形成 异 肽 键 。 

现在 已 经 很 明确 ,不 同形 式 的 泛 酰 化 具有 不 同 的 功能 : 单 泛 酰 化 的 功能 是 调节 细胞 
内 香 后 的 运输 炎症.DNA 修复 和 病毒 出 芽 等 过 程 ; 多 重 泛 酰 化 的 功能 是 对 要 从 膜 上 除 
去 的 蛋白 质 进 行 标 记 , 带 有 这 种 标记 的 膜 蛋白 的 亚 细 胞 定位 会 发 生 改 变 , 一 般 会 进入 游 
酶 体 降 解 ,此 外 还 参与 一 些 信 和 号 转 导 过 程 ; 通 过 泛 素 Lys48 残 基建 立 的 多 聚 泛 酰 化 参与 
蛋白 酶 体 介 导 的 和 蛋白质 降 解 ,而 通过 Lys63 或 Lys29 的 多 聚 泛 酰 化 参与 细胞 其 他 功能 ， 
包括 DNA 修复 和 细胞 内 吞 。 
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(三 ) 泛 酰 化 反应 的 信号 

和 蛋白质 在 降解 之 前 ,细胞 应 该 具有 某 种 识别 机 制 , 以 区 分 需要 水 解 和 不 需要 水 解 的 
蛋白 质 。 对 于 通过 泛 酰 化 介 导 的 和 蛋白酶 体 降 解 的 蛋白 质 来 说 ,首先 需要 被 打上 泛 素 标 
记 , 那 么 是 什么 因素 决定 一 个 蛋白 质 是 和 否 该 打上 ”该 死 ?的 泛 素 标记 呢 ? 已 有 证 据 表 明 ， 
在 蛋白 质 分 子 上 ,有 一 些 特殊 的 信号 可 供 泛 素 -和 蛋白酶 体 降解 系统 识别 ,这 些 信号 有 : 

(1) N 端 规则 

1986 年 ,Alexander Varshavsky 发 现 ,决定 一 个 蛋白 质 半 衰 期 (half-time) 的 重要 因素 
是 其 N 端 氨基 酸 的 性 质 。 某 些 氨基 酸 在 N 端 能 延长 蛋白 质 的 半衰期 ,而 某 些 氨基 酸 则 
刚好 相反 ( 表 10 -4) 。 一 个 蛋白 质 半衰期 与 其 N 端 氨基 酸性 质 之 间 的 这 种 关系 被 称 为 N 
端 规则 (Nr-end rule) ,这 个 规则 适用 于 原核 生物 和 真 核 生物 。 

表 10-4 N 端 氨基 酸 与 蛋白 质 半 衰 期 之 间 的 关系 


SET 


FT 


稳 


4 吕 
避 人 
各 


二 20 不 小 时 


定 人 
: ER ” 约 30 分 钟 
去 稳定 的 TyeGIa 约 10 分 钾 
氨基 酸 残 基 Pro 约 7 分 钟 “， 状 | 
RN LeuvPhe、Asp、Lys\Arg 约 2 一 3 分 钟 


(2) 某 些 特殊 的 氨基 酸 序列 被 用 作 降 解 信和 号 

例如 ,一 种 叫 PEST 的 序列 存在 于 一 段 由 约 8 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 肽 段 中 ,该 肽 段 
富 含 PE SS 和 工 四 种 氨基 酸 残 基 。 酵 母 的 转录 因子 GCN4p 含有 PEST 序列 ,正常 的 
GCN4p 的 半 训 期 约 为 5 分 钟 ,但 者 丢掉 PEST 序列 ,半衰期 就 提高 到 50 分 钟 。 再 如 ,一 
些 蛋 白质 (如 许多 细胞 周期 蛋白 ) 在 N 端 含 有 "破坏 盒 ”(destruction box) 序 列 , 该 序列 也 
能 被 一 种 特殊 的 泛 素 连接 酶 识别 。 

(3) 信号 可 能 隐藏 在 疏水 核心 之 中 

这 可 能 就 是 部 分 折 每 :变性 或 者 异常 的 突变 蛋白 易 被 水 解 的 原因 。 当 这 些 蛋 白质 处 
于 天 然 的 折 释 状态 时 ,信号 隐藏 在 疏水 核心 ,难以 被 识别 。 一 旦 信和 号 得 以 暴露 ,就 容易 被 
识别 而 打上 证 素 标记 。 由 于 分 子 伴侣 能 够 与 疏水 区 域 结 合 ,因而 可 阻止 泛 素 的 结合 。 

某 些 蛋白 质 的 泛 酰 化 信号 可 能 暂时 处 于 隐蔽 状态 ,一 方面 信号 由 于 其 他 和 蛋白 质 的 结 
合 而 被 屏蔽 , 另 一 方面 磷酸 化 修饰 可 影响 到 信和 号 的 可 得 性 。 

近年 来 ,有 人 发 现 了 去 泛酸 化 酶 ,这 为 泛酸 化 信号 的 利用 又 增加 了 一 层 更 为 神秘 的 
面纱 。 这 一 类 酶 的 功能 和 似乎 是 将 已 被 泛 素 标记 的 靶 蛋 白 进 行 去 泛 酰 化 ,将 它们 在 与 蛋白 
酶 体 结合 之 前 “抢救 ?过 来 ,避免 了 它们 被 降解 的 厄运 ,从 而 让 细胞 能 对 一 种 蛋白 质 的 量 
进行 更 为 精细 的 调节 。 于 是 ,一 种 蛋白 质 的 降解 除了 需要 特殊 的 泛 栈 化 信号 以 外 ,还 需 
要 “逃脱 ”去 泛 酰 化 酶 的 “抢救 ”。 

(四 ) 蛋白 酶 体 的 结构 与 功能 

蛋白 酶 体 是 一 种 由 多 个 蛋白 质 组 成 的 中 空 的 圆柱 状 蛋白 酶 复合 体 ( 图 10 - 35) ,可 选 
择 性 水 解 带 有 特殊 标记 的 蛋白 质 。 真 核 生 物 的 蛋白 酶 体 为 26S 蛋白 酶 体 ,位 于 细胞 质 基 
质 和 细胞 核 之 中 ,专门 水 解 带 有 多 聚 泛 酰 化 标签 的 蛋白 质 ,在 结构 上 由 两 个 部 分 组 成 :中 
央 是 20S 的 核心 颗粒 (core particle,CP) ,两 端 各 有 1 个 19S 的 帽 状 调节 颗 粒 (regulatory 
particle,RP) 。 其 中 CP 由 多 个 亚 基 组 成 ,含有 双 拷 贝 的 14 个 不 同 的 蛋白 质 ,每 7 个 一 组 
组 装 成 环 ,4 个 环 就 像 4 个 面包 圈 一 样 埃 琶 在 一 起 ,上 下 两 个 环 由 7 个 不 同 的 w 亚 基 组 
成 ,内 部 两 个 环 由 7 个 不 同 的 B 亚 基 组 成 ,蛋白 酶 活性 中 心 被 隔离 ;位 于 CP 两 端的 每 一 
个 RP 分 为 底座 和 顶 盖 , 至 少 由 17 个 不 同 的 亚 基 组 成 ,有 6 个 具有 ATP 酶 活性 , 某 些 亚 
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基 含 有 泛 素 识别 位 点 。 这 个 部 分 的 功能 是 识别 泛 酰 化 的 蛋白 质 ,并 将 它们 去 折 礁 以 及 输 
送 到 CP 的 蛋白 酶 活性 中 心 。 


26S 蛋白 酶 体 


100 nm 100 nm 
售 10-35 蛋白 酶 体 的 电镜 结构 以 及 靶 蛋 白 进 入 蛋白 酶 体 的 水 解 过 程 


蛋白 酶 体 具 有 三 种 不 同 的 蛋白 酶 活性 ,各 活性 中 心 位 于 三 个 不 同 的 B 亚 基 上 ,其 中 
Thr 或 Ser 残 基 在 催化 中 起 关键 作用 。 

省 素 标记 的 靶 蛋 白 进 入 蛋白 酶 体 降 解 的 大 致 步骤 是 :(1) RP 中 的 Rpnl10 和 Rpnl3 
作为 多 聚 泛 素 的 受 体 , 以 依赖 于 ATP 的 方式 ,识别 并 结合 Lys48 连接 达到 临界 长 度 (4 个 
或 更 多 的 泛 素 分 子 ) 的 多 聚 泛 酰 化 蛋白 质 ;(2) RP 的 类 分 子 伴侣 活性 对 靶 蛋 白 进 行 解 折 
椎 , 这 一 步 需 要 ATP 的 水 解 ;(3) 去 折 用 的 靶 蛋 白 通过 入 口 进 入 CP 活性 中 心 被 切 成 若 
于 小 肽 ;47 在 Rpnll 的 催化 下 ,多 聚 泛 素 链 离开 靶 和 蛋白 残 体 ,再 在 异 肽 酶 T(isopeptidase 
T) 催 化 下 ,各 个 泛 素 分 子 得 以 释放 。 同 时 ,被 切 成 的 小 肽 也 从 酶 体 中 释放 出 来 ,在 胞 内 
的 其 他 蛋 曰 酶 作用 下 进一步 水 解 。 


二 细菌 细胞 内 的 蛋白 质 降 解 系统 


细菌 细胞 内 也 有 依赖 于 ATP 的 蛋白 酶 降解 系统 。 这 些 降 解 系统 可 有 选择 地 降解 细 
胞 内 一 些 异 常 的 蛋白 质 ,或 者 通过 改变 一 种 酶 的 浓度 而 调节 它 的 活性 。 例 如 ,细菌 细胞 
内 的 HslV 和 蛋白 在 结构 上 与 蛋白 酶 体 的 核心 颗粒 相近 , HslU 相当 于 它 的 调节 颗粒 。 
HsIVU 在 依赖 于 ATP 的 条 件 下 ,可 选择 性 降解 细胞 分 裂 抑制 剂 一 一 SulA。 

La 蛋白酶 和 FtsH 是 另外 两 种 依赖 于 ATP 的 蛋白 酶 ,但 两 者 都 是 集 调 节 活 性 和 水 
解 活性 于 一 身 , 其 中 La 蛋白 酶 也 存在 于 真 核 生 物 的 线粒体 中 。 以 La 和 蛋白酶 为 例 , 它 也 
叫 Lon, 共 含有 一 个 活性 中 心 和 一 个 调节 中 心 。 当 调节 中 心 结合 一 个 蛋白 质 的 变性 片段 
以 后 ,ATP 便 结 合 到 酶 分 子 上 ,活性 中 心 的 蛋白 酶 活性 因此 受到 激活 ,被 结合 的 蛋白 质 
开始 水 解 。 在 酶 解 的 过 程 中 ,ATP 水 解 成 ADP 和 了 ,这 时 活性 中 心 被 抑制 ,与 调节 中 心 
结合 的 肽 链 得 到 释放 ,继续 被 胞 内 的 其 他 蛋白 酶 完全 水 解 。 

除了 La 蛋白酶 以 外 ,在 大 肠 杆菌 细胞 内 还 发 现 另 一 种 依赖 于 ATP 的 Clp 蛋白 酶 系 
统 , 由 ClpAP 和 ClpXP 两 种 依赖 于 ATP 的 蛋白 酶 组 成 , 底 物 为 可 溶性 的 异常 蛋白 。 
ClpAP 和 ClpXP 也 能 降解 在 C 端 带 有 SsrA( 由 tmRNA 引入 的 十 一 肽 序列 ) 的 和 蛋白质， 
其 中 ClpAP 直接 识别 带 有 SsrA 的 异常 多 肽 ,但 招募 ClpXP 受到 一 种 叫 SspB 的 接头 恒 
白 调节 ,因为 SspB 可 提高 带 有 SsrA 标签 的 多 肽 与 ClpXP 的 亲和力 。 除 此 以 外 ,细菌 还 
可 以 根据 N 端 规则 ,识别 N 端 为 芳香 族 氨 基 酸 或 Leu 且 Arg 或 Lys 紧 随 其 后 的 蛋白 质 ， 
相反 ,ClpA 根据 N 端 规则 识别 底 物 蛋白 则 受到 另 一 种 叫 ClpS 的 接头 蛋白 的 调节 。 

在 放 线 菌 (Actizopacteria) 细胞 内 , 有 一 种 泛 素 的 类 似 物 , 叫 原核 拟 泛 素 蛋 白 
(prokaryotic ubiquitin-like protein,Pup) 。 这 种 蛋白 质 可 以 像 真 核 细 胞 内 的 泛 素 一 样 ,对 
胞 内 一 些 不 需要 的 和 蛋白质 打上 原核 拟 谤 酰 化 (pupylation) 标 签 , 被 修饰 的 氨基 酸 残 基 也 
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是 Lys。 然 而 ,Pup 与 泛 素 在 一 级 结构 上 没有 什么 相似 之 处 ,其 C 端 氨基 酸 为 Glu 或 
Gln。 另 外 ,与 Lys 残 基 侧 链 相 连 的 并 不 是 Pup 在 C 端 游离 的 羧基 ,而 是 Glu 在 侧 链 上 的 
7Y- 羧 基 。 因 此 ,如 果 Gln 出 现在 Pup 的 C 端 , 则 需要 在 Pup 脱 酰胺 酶 Cdeamidase) 的 催化 
下 转变 成 Glu, 然 后 才能 在 PafA 的 催化 下 ,通过 Glu 的 7Y -羧基 与 靶 蛋 白 分 子 上 Lys 残 基 
侧 链 上 的 氨基 缩合 ,形成 异 肽 键 。 打 上 此 标签 的 蛋白 质 可 被 细菌 体内 的 Mpa 和 蛋白 解除 
折 丢 ,再 转移 到 类 似 和 蛋白 酶 体 的 地 方 发 生 水 解 。 


三 \ 古 菌 细胞 内 的 蛋白 质 降 解 系统 


可 以 说 , 古 菌 体内 存在 着 简 版 的 泛 素 -和 蛋白酶 体系 统 : 相 当 于 泛 素 的 蛋白 质 叫 十 菌 小 
修饰 物 蛋 白 (small archaeal modifier protein,Samp) ;蛋白酶 体 的 CP 仅 由 一 种 亚 基 和 一 
种 B 亚 基 组 成 。 其 20S 蛋白 酶 体 与 AAA"” ATP 酶 相连 ,该 酶 的 亚 基 组 成 比较 简单 。 八 
化 靶 和 蛋白 Lys 侧 链 氨 基 与 -Samp 的 C 端 羧基 缩合 反应 即 Samp 化 (sampylation) 的 酶 仅 有 
E]1 的 同 源 物 UbaA, 没 且 2 和 E3。 此 外 ,已 在 十 菌 体 内 发 现 脱 Samp 化 的 异 肽 酶 ,可 以 
催化 多 种 已 发 生 Samp 化 的 和 蛋白质 脱 Samp 化 ,这 说 明 古 菌 蛋 白质 的 Samp 化 是 可 逆 的 。 
至 于 古 菌 蛋 白质 的 Samp 化 的 功能 ,可 能 参与 靶 蛋 白 进 入 和 蛋白酶 体 的 降解 、 酶 活性 的 调 
控 和 调节 蛋白 质 与 DNA 以 及 和 蛋白质 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 


六 人 


科学 故事 一 一 7SL RNA 的 发 现 


细胞 就 像 一 个 大 的 “翻译 作坊 ”, 每 天 按照 贮存 在 DNA 分 子 上 的 遗传 指令 合成 
出 各 种 不 同 的 蛋白 质 。 这 些 由 细胞 翻译 出 来 的 蛋白 质 ,不 仅 在 功能 上 有 差异 ,而 且 
往往 在 翻译 好 以 后 ,被 运往 不 同 的 地 方 。 像 分 波 蛋 和 白 ( 如 抗体 和 多 种 多 肽 或 蛋白 质 
激素 ) 最 终 被 分 汰 到 细胞 外 , 核 蛋白 进入 细胞 核 ,参与 糖 酵 解 的 酶 则 留 在 细胞 质 基 
质 。 那 么 细胞 是 如 何 决定 同样 都 是 在 核糖 体 上 合成 的 蛋白 质 最 终 能 够 达到 不 同 的 
位 置 而 各 就 各 位 的 呢 ? 1971 年 ,美国 洛克 菲 勒 大 学 的 B，Blobel 提出 了 信号 学 说 来 
解释 上 述 现象 ,该 学 说 得 到 了 一 系列 实验 证 据 的 支持 ,早已 普遍 为 人 所 接受 。Blobel 
因此 荣获 1999 年 的 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。 

Blobel 在 确定 信号 学 说 的 早期 ,其 研究 的 对 象 集中 在 分 沁 蛋 和 白 。 他 发 现 , 如 果 
分 沁 蛋 白 的 mRNA 完全 翻 译 出 来 ,所 得 到 的 蛋白 质 分 子 要 比 由 细胞 分 涛 出 的 成 品 
略 大 一 些 。 比 较 二 者 的 一 级 结构 ,可 发 现 多 出 的 一 段位 于 正常 分 尖 蛋 和 白 的 N 端 ,长 
度 约 在 15 到 30 个 氨基 酸 之 间 , 他 认为 这 段 序列 就 是 分 小 蛋白 的 信号 序列 。 蛋 白质 
有 了 这 上 段 信号 序列 便 会 进入 细胞 分 涛 机 制 的 第 一 站 一 一 内 质 网 。 在 内 质 网 内 这 上 段 
信号 再 被 切除 ,以 后 就 进入 下 一 站 -高 尔 基体 ,最 后 通过 分 泌 小 泡 从 细胞 膜 释放 
到 胞 外 。 由 于 分 涛 蛋白 与 内 质 网 之 间 的 关系 很 密切 ,因此 Blobel 认为 在 内 质 网 膜 上 
必定 存 有 特定 的 受 体 ,可 与 信号 肽 或 核糖 体 结合 。 另 一 方面 ,在 细胞 质 里 也 必定 有 
一 些 蛋白 质 能 帮助 信号 肽 结合 到 内 质 网 膜 上 。 

1980 年 ,Bobel 和 Peter Walter 等 在 细胞 质 里 纯化 出 一 个 蛋白 质 复 合体 ,这 个 复 
合体 包含 6 种 不 同 大 小 的 多 肽 ,它们 紧密 地 结合 在 一 起 ,能 与 信号 肽 结合 ,所 以 将 其 
命名 为 信号 识别 颗粒 (SRP) 。SRP 在 结合 信号 肽 序列 以 后 可 导致 翻译 的 暂停 ,并 将 
正在 合成 中 的 分 沁 蛋 白带 到 内 质 网 膜 上 。 翻 译 的 暂停 直到 SRP 与 信号 肽 的 复合 体 
找到 内 质 网 膜 上 的 受 体 后 才 结 束 。 在 研究 SRP 的 结构 与 功能 的 过 程 中 ,Walter 在 
一 个 偶然 的 机 会 将 SRP 的 溶液 放 在 260 nm 波长 下 ,发 现 SRP 有 很 强 的 吸收 ,这 个 B，Biobel 
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偶然 的 发 现 将 对 分 尖 蛋 和 白 的 研究 带 入 了 一 个 全 新 的 领域 。 

一 般 说 来 ,蛋白 质 的 主要 光 吸 收 带 在 280 nm 左右 ,核酸 的 主要 光 吸 收 带 才 是 
260 nm, 因此 260 nm 有 强 吸收 完全 是 个 意外 。 这 表示 Walter 过 去 宣称 已 经 完全 纯 
化 的 SRP 实际 上 还 并 不 纯 , 其 中 很 可 能 有 核酸 成 分 混杂 在 其 中 ,没有 被 检测 到 。 这 
个 意外 的 发 现 使 得 Walter 全 力 再 去 纯化 SRP 中 的 核酸 成 分 ,很 快 就 真相 大 白 了 ! 
原来 在 纯化 的 SRP 中 紧 紧 地 结合 了 一 个 小 的 RNA。 这 个 幸运 的 发 现 引发 了 一 连 串 
的 问题 :这 个 小 RNA 的 结构 如 何 ? 在 SRP 中 扮演 什么 角色 ? 与 细胞 中 其 他 许多 小 
RNA 之 间 有 什么 关系 ? Blobel 及 Walter 当时 都 不 太 热 悉 有 关 细 胞 内 小 RNA 的 研 
究 工作 ,但 无 论 如 何 他 们 还 是 决定 去 测定 一 下 它 的 碱 基 序 列 , 他 们 花 了 两 个 月 时 间 
测定 出 了 这 个 RNA 分 子 3- 端 约 40 个 碱 基 的 序列 。 但 大 家 对 这 个 小 RNA 都 一 无 
所 知 , 直 到 1982 年 五 月 , Walter 博士 应 邀 到 耶鲁 大 学 做 学 术 报 告 , 在 报告 中 ,他 提 到 
了 这 个 有 趣 的 发 现 。 在 台 下 ,有 一 位 叫 Ullu 的 听众 发 觉 , Walter 所 描述 的 这 个 
RNA 的 序列 与 他 的 研究 结果 十 分 相似 。Ullu 过 去 一 直 在 欧洲 分 子 生 物 学 研究 所 从 
事 人 类 细胞 小 RNA 的 结构 研究 ,刚刚 才 完 成 了 一 个 7S 大 小 RNA 分 子 (7SL RNA) 
的 结构 研究 ,写成 的 论文 还 没有 发 表 , 而 正 是 在 Walter 演讲 前 数 周 才 从 欧洲 转 到 
Yale 大 学 继续 这 一 方面 的 研究 。Walter 讲 完 后 ,Ullu 便 把 自己 的 结果 与 Walter 进 
行 了 交流 ,两 人 的 结果 不 谋 而 合 。 几 乎 在 同时 ,Baylor 医学 院 的 一 个 研究 小 组 也 完 
成 了 大 和 鼠 细 胞 里 7SL RNA 的 结构 研究 ,三 个 人 的 结果 完全 相同 。Ullu 同时 还 比较 
了 从 人 到 海胆 细胞 内 7SL RNA 的 结构 ,发 现 这 些 在 进化 过 程 中 相差 很 远 的 生物 ,其 
7SRNA 序列 则 十 分 保守 ,显示 出 7SL RNA 的 重要 性 。 

另 一 件 有 趣 的 事 是 ,7SL RNA 的 结构 与 高 等 动物 基因 组 中 一 类 叫 Alu 家 族 的 
重复 序列 十 分 相似 ,其 与 Alu 之 间 的 关系 有 两 个 可 能 性 ,一 是 7SL RNA 的 基因 是 由 
Alu 出 来 的 , 另 一 个 可 能 性 是 7SL RNA 的 基因 在 演化 过 程 中 插入 一 个 Alu 片断 而 
来 。 目 前 的 证 据 显示 后 者 的 可 能 性 比较 大 。 根 据 粗 略 的 估计 ,细胞 内 决定 7SLRNA 
的 基因 数目 约 在 500 一 1 000 个 ,但 具有 转录 活性 的 不 过 10 个 左右 。 

7SL RNA 与 负责 分 泌 蛋 白 合成 的 信号 识别 蛋白 紧密 结合 在 一 起 ,使 人 们 对 长 
久 以 来 就 困惑 不 已 的 7SL RNA 的 生物 功能 有 了 进一步 的 认识 ,同时 也 为 研究 细胞 
内 小 分 子 RNA 的 研究 者 提供 了 一 个 新 的 方向 。 

7SL RNA 的 发 现 给 我 们 两 点 重要 的 启示 :一 是 不 要 忽略 科学 研究 中 意外 的 发 
现 ;二 是 进行 学 术 交 流 十 分 重要 。 


六 


1. 设计 一 个 最 简单 的 实验 证 明 蛋 白质 剪接 是 一 种 自 催化 反应 。 
2. 内 质 网 和 高 尔 基体 对 和 蛋白质 进 行 何 种 形式 的 修饰 ?这 些 修饰 的 目的 是 什么 ? 


第 十 章 ， 蛋白质 的 翻译 


.比较 蛋白 质 进入 过 氧化 物 酶 体 和 细胞 核 的 过 程 有 什么 异同 ? 

. 为 什么 细胞 核 输 入 信和 号 在 蛋白 质 进 入 细胞 核 以 后 不 被 切除 ? 

. 为 什么 进入 粗 面 内 质 网 的 信号 序列 在 N 端 ? 

. 为 什么 过 氧化 物 酶 体 蛋 白 在 进入 过 氧化 物 酶 体 之 前 要 事先 折 乔 好 ? 

. 真 核 细 胞 的 由 泛 素 介 导 的 蛋白 酶 体 降解 系统 只 有 一 个 El 酶 ( 泛 素 激活 酶 )、 几 个 
E2 酶 ( 泛 素 结合 酶 ) 和 许多 E3 酶 ( 泛 素 -蛋白 质 连 接 酶 ) ,但 只 有 一 种 蛋白 酶 体 。 

(1) 上 述 事实 说 明和 蛋白 酶 体 使 用 何 种 机 制 识别 需要 降解 的 蛋白 质 ? 

(2) 生物 体 使 用 如 此 El->E2->E3 级 联系 统 有 何 益 处 ? 

8. 真 核 生 物 使 用 SRP 和 SRP 受 体 将 蛋白 质 定向 到 内 质 网 。 

(1) 简 述 SRP 如 何 识别 进入 ER 的 蛋白 质 ? 

《2) 为 什么 一 且 SRP 与 新 生 肽 链 结合 以 后 抑制 翻译 非常 重要 ? 

《3) 有 人 突变 SRP 受 体 使 其 不 能 结合 SRP, 结 果 发 现 细胞 液 里 积累 长 度 为 70 一 90 
个 氨基 酸 残 基 的 多 肽 ,为 什么 ? 

(4) 假定 将 与 起 始 tRNA 结合 的 Met 用 放射 性 同位 素 标 记 , 然 后 将 它们 加 入 到 翻译 
系统 中 ,结果 发 现在 大 约 120 个 延伸 循环 之 后 ,同位 素 标 记 的 .相对 分 子 质 量 小 的 多 肽 链 
(所 一 3 kDa) 进 入 内 质 网 。 对 此 请 给 以 解释 。 

9. 预测 具有 以 下 特定 信和 号 序列 的 蛋白 质 在 哺乳 动物 细胞 最 后 的 定位 ,并 作 简 单 
解释 。 

(1) 同时 具有 -SRP 信和 号 序列 和 线粒体 基质 定向 信和 号 的 蛋白 质 。 

(2) 同时 具有 细胞 核定 位 信号 和 ER 滞留 信号 (KDEL) 的 蛋白 质 。 

(3) 具有 几 次 内 部 锚 定 信号 和 停止 转移 信号 的 蛋白 质 。 

(4) 同时 具有 SRP 信号 序列 和 过 氧化 物 酶 体 定位 信号 (CSKL) 。 

10. 细菌 的 周 质 蛋 白 (periplasmic protein) 要 比 根据 其 基因 序列 预测 出 来 的 肽 链 长 度 
短 了 许多 ,为 什么 ? 


准 戎 网 站 ; 


1， http:y//themedicalbiochemistrypage. org/protein-modifications. html( 完 全 免费 的 
医学 生物 化 学 课程 网 站 有 关 翻 译 的 内 容 ) 

2，http://en. wikipedia. org/ wiki/Signal_peptide( 维 基 百 科 有 关 信 和 号 肽 的 内 容 ) 

。http://www. rpi. edu/dept/bcbp/ymolbiochem/MBWeb/mb2/partl/protease. html 

(美国 伦 斯 勒 理工 学 院 的 一 个 分 子 生物 化 学 课程 网 站 有 关 和 蛋白 酶 的 内 容 ) 

4.，http://www. cbs. dtu. dky/ services/SignalP/( 和 丹麦 技 术 大 学 生物 序列 分 析 中 心 提 
供 的 一 个 在 线 分 析 信 和 号 肽 的 程序 ) 

5， http://www. cryst. bbk. ac, uk/pps97V/assignments/projects/dulai/signal. html( 英 
国 伦 敦 大 学 提供 的 各 种 信号 肽 有 关 的 信息 ) 
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第 十 一 章 “原核 生物 的 基因 表达 调控 


任何 一 种 生物 的 基因 表达 都 受到 严格 的 调控 。 无 论 是 细菌 . 古 菌 ,还 是 真 核 生物 , 基 
因 组 内 的 各 基因 在 某 一 时 刻 并 不 都 在 表达 ,即使 表达 的 基因 ,其 强度 也 不 一 样 。 例 如 ,大 
肠 杆菌 基因 组 约 有 4 000 个 基因 ,但 一 般 情 况 下 只 有 5% 一 10%% 处 于 高 表达 状态 ,其 他 基 
因 有 的 处 于 低 表 达 状 态 , 有 的 暂时 不 表达 。 实 际 上 ,所 有 生物 体内 的 基因 根据 表达 的 状 
态 可 分 为 两 组 ,一 组 是 “组 成 型 ?基因 (constitutive gene) 或 “管家 ”基因 (house-keeping 
gene) ,这 一 组 基因 是 维持 细胞 的 基本 活动 所 必需 的 ,它们 在 所 有 的 细胞 都 自始至终 处 于 
表达 状态 ,如 编码 参与 糖 酵 解 这 条 代谢 途径 各 种 酶 以 及 核 狂 体 蛋白 的 基因 ; 另 一 组 是 “ 诱 
导 型 ?基因 (inducible gene) 或 “ 奢 修 ?基因 (luxury gene) ,它们 仅仅 在 特定 的 细胞 内 、 特 定 
的 生长 或 发 育 阶 段 或 在 特殊 的 条 件 下 才 会 表达 。 不 论 管 家 基因 ,还 是 奢侈 基因 ,它们 的 
表达 都 受到 调控 ,只 是 调控 的 机 制 和 幅度 有 所 差别 。 

古 菌 尽管 在 DNA 复制 .转录 和 翻译 等 方面 与 真 核 生 物 更 加 相似 ,但 在 基因 表达 调控 
方面 与 细菌 较为 接近 ,因此 就 将 两 者 的 基因 表达 调控 机 制 放 在 一 起 加 以 讨论 。 基 因 的 表 
达 模 式 都 可 简单 地 分 为 正 调 控 (positive controlD) 和 负 调 控 (negative control) ,其 中 细菌 和 
古 菌 主要 使 用 负 调 控 , 而 真 核 生 物 主要 使 用 正 调控 。 

细菌 和 十 菌 通常 生活 在 多 变 的 环境 之 中 ,环境 中 的 营养 .温度 ,渗透 压 和 pH 等 条 件 
很 容易 发 生变 化 ,为 了 能 够 更 好 地 生存 和 繁衍 ,需要 随时 改变 自身 基因 的 表达 状况 ,通过 
选择 性 激活 或 抑制 某 些 基因 的 活性 ,以 调整 体内 执行 相应 功能 的 蛋白 质 或 酶 的 种 类 和 数 
量 , 从 而 改变 细胞 的 代谢 和 活动 。 

细菌 和 十 菌 的 基因 表达 调控 可 以 在 几 种 不 同 的 水 平 上 进行 ,但 最 重要 的 是 在 转录 水 
平 , 尤 其 是 在 转录 起 始 阶段 。 此 外 ,基因 表达 调控 也 可 以 在 DNA 水 平和 翻译 水 平 上 
进行 。 

本 章 将 从 几 个 不 同 的 层次 介绍 细菌 和 十 菌 的 基因 表达 调控 机 制 ,会 重点 介绍 操纵 
子 、. 弱 化 子 \ 反 义 RNA、 核 开关 和 CRISPR 系统 等 重要 概念 。 


第 一 节 “ 正 调控 与 负 调控 


无 论 是 细菌 和 古 菌 ,还 是 真 核 生 物 , 基 因 的 表达 模式 都 可 根据 控制 的 方式 和 效果 分 
为 正 调控 和 负 调 控 ( 图 11-1)( 表 11-1)。 如 果 是 在 转录 水 平 的 调控 ,这 两 种 调控 模式 通 
常 都 涉及 特定 的 调节 蛋白 (regulatory protein) 与 DNA 特定 序列 之 间 的 相互 作用 。 一 般 
将 与 调节 蛋白 结合 的 特定 DNA 序列 称 为 顺 式 作用 元 件 , 而 对 于 细菌 和 古 菌 来 说 ,这 样 的 
顺 式 作用 元 件 经 常 被 称 为 操纵 基因 或 操作 子 (operator) 。 

如 果 是 负 调 控 , 则 在 没有 调节 和 蛋白 或 者 调节 蛋白 失 活 的 情况 下 ,基因 正常 表达 。 一 
且 存 在 调节 蛋白 或 者 调节 蛋白 被 激活 ,基因 则 不 能 表达 , 即 基 因 的 表达 受到 阻 遇 。 因 此 ， 
负 调 控 中 的 调节 蛋白 称 为 阻 遏 蛋白 (repressor); 如 果 是 正 调 控 , 则 在 没有 调节 蛋白 或 者 
调节 蛋白 失 活 的 情况 下 ,基因 不 表达 或 者 表达 水 平 低 。 一 旦 有 调节 蛋白 或 者 调节 蛋白 被 
激活 ,基因 才能 表达 或 者 大 量 表 达 。 因 此 , 正 调 控 中 的 调节 蛋白 称 为 激活 蛋白 
(Cactivator) 。 显 然 , 负 调控 通过 阻 过 蛋白 阻 止 基因 的 表达 , 正 调 控 则 通过 激活 蛋白 激活 基 
因 的 表达 。 
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(1) 正 调控 
而 
”启动 子 “操纵 基 因 


1 


二 


转录 


”启动 子 “操纵 基因 


无 激活 蛋白 结合 


(2) 负 调 控 


阳 遇 蛋 人 
1 TREE 和 
启动 子 操纵 基因 


上 
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直上 让 六 思 


人 
人 人 


iiauaa Li 11 


转录 


后 和 人 目 坷 上 


di 1 ， 
无 阻 过 和 蛋白 结合 


合 11-1 正 调控 与 负 调控 模式 指 比 较 


表 1L-1 正 调控 与 负 调 过 的 比较 


ET 人 负 调 控 ， 
日 主要 用 于 调节 利用 最 佳 C 源 .N 源 的 “主要 用 于 调节 合成 可 以 从 环境 中 获取 
酶 ,电子 供 体 和 电子 受 体 等 。 的 物质 
调控 蛋白 ”激活 蛋白 阻 过 蛋白 
阻 遇 蛋白 与 辅 阻 昌 物 结合 被 激活 ,与 请 
效应 物 激活 蛋白 与 诱导 物 结合 被 激活 RN 
相关 的 ”特定 的 激活 愉 白 结合 位 点 ,有 时 也 称 
DNA 序列 ”为 操纵 基因 后 
GD) 大 肠 杆 菌 的 降解 物 激活 愉 自 与 二 
GD 色 子 的 阻 歇 蛋白 与 Tr 
<AM 结合 后 被 诉 活 , 然 后 与 一 系列 结合 凡 后 被 活 , 世 编 友 色 外 全 上 
有 关 碳 源 利用 的 酶 基因 上 游 的 特定 序 
列 结合 ,天 激 这 些 基因 的 表达 ,从 而 使 “> 让 网 直 二 天 2 和 上 本 报 纵 下 
实例 细胞 在 无 葡萄 糖 时 能 利用 其 他 碳 源 ， 


(2) 根 癌 农 杆 菌 的 激活 蛋白 virG 在 
受伤 植物 释放 一 些 特定 物质 以 后 , 因 
磷酸 化 激活 ,随后 促进 参与 感染 植物 
有 关 的 基因 表达 。 


的 阻 遏 蛋白 阻 断 与 利用 乳糖 有 关 酶 的 
基因 表达 。 如 果 有 乳糖 :乳糖 与 阻 过 和 蛋 
白 结合 ,使 其 失 活 , 解 除 对 利用 乳糖 有 
关 酶 基因 表达 的 抑制 。 


不 同 的 阻 遏 蛋白 可 在 转录 起 始 的 不 同 阶段 发 挥 作 用 :有 的 是 阻止 RNAE 与 启动 子 
的 结合 ,有 的 是 阻止 转录 起 始 复合 物 的 异 构 化 或 从 局 动 子 的 清空 。 许 多 需要 正 调 控 的 基 
因 的 带 有 弱 启 动 子 , 它 们 的 活性 受到 RNAP 识别 和 结合 能 力 的 限制 。 激 活 蛋白 通常 通 
过 招募 ,有 助 于 RNAP 识别 和 结合 启动 子 , 而 招募 是 蛋白 质 之 间 与 DNA 的 一 种 协同 结 
合 。 还 有 一 些 启动 子 的 作用 受 限 在 较 迟 的 阶段 ,如 从 封闭 复合 物 向 开放 复合 物 的 转变 ， 
而 激活 蛋白 可 能 通过 别 构 效 应 促进 它们 的 转变 ,使 之 尽快 地 转变 成 转录 的 延伸 复合 物 。 
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第 十 一 章 ”原核 生物 的 基因 表达 调控 


许多 调节 蛋白 属于 别 构 和 蛋白 (Callosteric protein) ,需要 与 细胞 内 的 别 构 效 应 物 
Callosteric effector) 结 合 ,来 改变 构象 ,进而 改变 与 操纵 基因 结合 的 活性 ,影响 到 基因 转录 
的 活性 。 不 论 是 激活 蛋白 ,还 是 阻 遇 和 蛋白 ,其 活性 都 可 能 受到 别 构 效 应 物 的 影响 。 

还 有 的 调节 蛋白 可 通过 其 他 方式 改变 本 身 的 活性 ,如 根瘤 农 杆菌 (Agyropacterzzzz 
taiejfaciezs ) 的 激活 蛋白 virG 活性 受 磷 酸化 控制 。 再 如 ,大 肠 杆菌 一 种 调节 抗 氧 化 反应 
基因 表达 的 激活 蛋白 一 一 OxyR 的 活性 ,直接 受 其 分 子 内 部 的 一 个 二 硫 键 是 否 形成 而 控 
制 : 二 硫 键 形成 激活 它 , 二 硫 键 被 还 原则 灭 活 它 。 细 胞 内 的 过 氧化 氧 水 平 提高 促进 二 硫 
键 的 形成 ,从 而 激活 OxyR, 有 利于 提升 细胞 的 抗 氧化 防护 能 力 ; 如 果 二 硫 键 被 细胞 内 的 
谷 氧 还 蛋白 (glutaredoxin) 还 原 , 则 活性 丧失 。 

尽管 细菌 . 古 菌 和 真 核 生 物 都 使 用 正 调控 和 负 调 控 这 两 种 调控 方式 ,但 细菌 和 古 菌 
更 偏向 于 使 用 负 调 控 , 真 核 生 物 更 偏向 使 用 正 调控 。 出 现 这 样 局 面 的 原因 与 各 自 DNA 
在 细胞 内 所 处 的 状态 有 关 : 细 菌 DNA 不 形成 核 小 体 结构 ,其 上 面 的 基因 几乎 是 无 遮掩 
的 ,催化 基因 转录 的 RNAP 很 容易 发 现 局 动 子 ,并 局 动 基因 的 转录 ,因此 可 以 认为 它们 
基因 表达 的 默认 状态 是 开放 ,而 调节 基因 表达 的 主要 方式 是 改变 原来 的 默认 状态 ,这 通 
过 阻 巡 蛋 白 很 容易 实现 。 虽 然 绝 大 多 数 古 菌 也 有 核 小 体 结构 ,但 参与 形成 核 小 体 的 组 蛋 
白 要 小 ,而 且 形成 的 组 蛋白 核心 仪 为 四 聚 体 ,环绕 在 外 的 DNA 只 有 约 80 bp, 其 与 组 蛋白 
核心 结合 的 亲和力 要 大 大 低 于 真 核 生物 DNA 与 组 蛋白 八 聚 体 的 亲和力 。 而 且 , 所 有 的 
古 菌 组 蛋白 缺少 可 发 生 乙 酰 化 、 磷 酸化 和 甲 基 化 等 化 学 修饰 的 N 端 和 C 端 尾巴 。 此 外 ， 
古 菌 缺乏 HI 组 蛋白 ,这 意味 着 古 菌 不 需要 形成 高 于 核 小 体 的 结构 层次 。 无 论 如 何 , 这 
里 的 关键 问题 是 核 小 体 结构 对 十 菌 的 生理 功能 ,特别 是 对 十 菌 的 基因 表达 是 不 是 有 明显 
的 影响 。2004 年 ,Heinicke 等 人 将 沃 氏 甲烷 球菌 (Meijazzococews wuoltiae) 体 内 编码 两 种 组 
蛋白 (CHstA 和 HSstB) 以 及 一 个 具有 较 长 C 端 尾 巴 的 组 蛋白 变 体 (HmvA) 和 Alba 的 基因 
缺失 ,结果 发 现 这 些 基 因 的 缺失 对 该 古 菌 的 生长 只 有 很 小 或 者 没有 影响 。 在 使 用 双向 电 
泳 和 质谱 对 表达 的 蛋白 质 组 作 部 分 鉴定 以 后 ,只 发 现 有 少数 蛋白 质 的 表达 有 变化 , 且 发 
生变 化 的 蛋白 质 也 不 一 定 是 上 调 。 这 说 明 古 菌 体 内 的 核 小 体 结构 对 其 基因 表达 的 影响 
甚 小 ,基本 上 可 以 忽略 不 计 。 相 反 , 真 核 生 物 的 DNA 与 组 蛋白 形成 核 小 体 的 结构 ,在 此 
基础 上 还 形成 染色 质 。 核 小 体 的 结构 使 得 RNAP 和 转录 因子 难以 发 现 启 动 子 序列 , 倒 
成 了 基因 表达 的 一 种 天 然 障碍 。 因 此 ,可 以 认为 真 核 生 物 细胞 核 基因 表达 的 默认 状态 是 
关闭 。 解 除 一 个 基因 关闭 状态 最 好 的 手段 是 通过 激活 蛋白 ,作用 该 基因 所 在 位 置 的 染色 
质 ,促进 染色 质 结 构 的 重 塑 ,使 RNAP 和 转录 因子 能 够 接近 启动 子 序列 ,启动 基因 的 表 
达 ( 详 见 第 十 二 章 ， 真 核 生物 基因 表达 的 调控 ) 。 


第 二 节 “在 DNA 水 平 上 的 调控 


DNA 水 平 上 的 调控 主要 是 通过 基因 的 拷贝 数 . 启 动 子 的 强 弱 和 DNA 重 排 来 进行 。 

一 、 基 因 的 拷贝 数 

一 个 基因 的 拷贝 数 直接 影响 到 转录 的 效率 ,显然 拷贝 数 越 多 ,被 转录 的 机 会 就 越 大 。 
然而 ,原核 生物 基因 组 DNA 上 的 绝 大 多 数 基 因为 单 拷贝 ,只 有 少数 基因 有 多 个 拷贝 ,如 


细菌 rRNA 的 基因 。rRNA 基因 为 多 拷贝 以 及 启动 子 是 超 强 启动 子 , 这 两 个 性 质 可 满足 GEEBB 奢 究 才 明 . 转 庄 酶 和 
细胞 对 rRNA 的 大 量 需 求 。 原 癌 基因 的 启动 子 一 般 届 于 


盘 启 动 子 。 对 此 你 如 何 解 释 ? 
二 、 启 动 子 的 强 弱 w 


这 是 调控 管家 基因 表达 的 主要 方式 。 管 家 基因 需要 每 时 每 刻 都 表达 ,但 不 同 的 管家 
基因 表达 的 效率 并 非 一 样 , 主 要 原因 是 不 同 的 管家 基因 在 启动 子 序列 上 不 完全 相同 。 在 
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DNA 转录 一 章 已 强调 过 ,一 个 基因 的 启动 子 序列 与 启动 子 的 一 致 序列 越 接近 ,表达 效率 
就 越 高 ,这 样 的 启动 子 属 于 强 启动 子 ; 反 之 ,表达 效率 就 越 低 ,属于 弱 局 动 子 。 对 于 某 一 
种 生物 来 说 ,其 基因 组 内 各 个 管家 基因 的 启动 子 是 强 是 弱 早已 “命中 注定 ”, 它 们 的 差异 


(GE 你 认为 还 有 哪些 机 ”是 在 生物 的 进化 过 程 中 ,按照 机 体 的 需要 决定 的 ( 表 11 - 2)。 
ee 和 表 11 - 2 “不 同类 型 启动 子 与 基因 表达 之 间 的 关系 


三 .DNA 重 排 


DNA 重 排 属 于 DNA 重组 的 一 种 形式 。 通 过 重 排 ,可 以 改变 一 个 基因 与 其 控制 元 件 
之 间 的 关系 ,也 可 以 缩短 基因 之 间或 基因 片段 之 间 的 距离 ,从 而 实现 对 某 些 基因 表达 的 
调控 。 

以 蓝 细菌 PCC 7120 为 例 , 它 属于 一 种 丝 状 固氮 菌 , 若 生 活 在 含有 复合 氮 ( 贸 盐 或 硝 
酸 盐 ) 的 培养 基 上 ,就 会 聚集 在 一 起 ,形成 一 种 仅 由 营养 性 细胞 (vegetative cell) 组 成 的 长 
链 状 结构 , 若 没有 复合 所 ,就 将 空气 中 的 固定 成 氨 再 加 以 利用 。 由 于 催化 固氮 反应 的 
固氮 酶 遇 到 O: 就 失 活 ,因此 ,固氮 反应 只 能 发 生 在 无 氧 的 细胞 中 。 

在 没有 复合 氮 的 条 件 下 ,* 蓝 细菌 PCC7120 能 够 分 化 出 叫 异 胞 体 (heterocyst) 的 无 氧 
细胞 ,以 区 服 O: 对 固氮 反应 的 抑制 。 参 与 固氮 反应 的 主要 基因 有 妈 jE .JPD 和 元 天 ， 
它们 编码 固氮 酶 的 不 同 亚 基 。 在 营养 性 细胞 的 DNA 分 子 上 , 这 三 个 基因 彼此 之 间 相 距 
甚 远 , 特 别 是 2PD 和 和 7 玉 相 匠 约 11 Kb。 但 在 异 胞 体内 ,mAFD 和 和 7 开 之 间 的 间 插 序 
列 已 不 见 了 。ziFD 和 zfK 之 间 间 插 序 列 的 消失 ,使 几 AD 和 羡 FK 受 控 于 同一 个 操纵 
子 , 从 而 能 够 等 量 协同 表达 (图 11- 2) 。 


O72.1,3 11 55 
kb 昌 k 
N E < 三 DHUS 音 JUSNB JpbceLS 
一 三 一 卜 二 呈 国 重 一 一 二 HH 一 
Jax XiS 人 Xis 下 ca D 


重 排 


ac D 


JarH JaxrN 
侠 11-2， 蓝 细菌 PCC7120 异 胞 体内 发 生 的 基因 重 排 对 固氮 基 因 表达 的 影响 


那 妈 AD 和 za 之 间 的 间 插 序列 是 如 何 被 切除 的 呢 ? 原来 是 异 胞 体 在 分 化 时 ,经 
历 了 位 点 特异 性 重组 ,由 XisA 重组 酶 催化 。XisA 重组 酶 利用 了 冯 JD 和 两 侧 由 11 bp 组 
成 的 直接 重复 序列 。 
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第 十 一 章 “ 原核 生物 的 基因 表达 调控 


第 三 节 “在 转录 水 平 上 的 调控 


原核 生物 的 基因 表达 调控 主要 发 生 在 转录 水 平 。 绝 大 多 数 原核 细胞 的 mRNA 半 衰 
期 很 短 , 因 此 ,大 多 数 蛋 白质 的 翻译 速率 直接 与 基因 的 转录 活性 相关 联 。 一 旦 基因 转录 
关闭 ,mRNA 就 会 迅速 被 降解 掉 。 

转录 水 平 的 调控 既 可 以 在 转录 的 起 始 阶段 ,又 可 以 在 终止 阶段 进行 。 


一 、 转 录 起 始 阶段 的 调控 


(一 ) 细菌 对 不 同 6 因子 的 选择 性 使 用 

细菌 识别 启动 子 的 是 ec 因子 。 不 同 的 ec 因子 可 识别 不 同 的 启动 子 序列 ,大 肠 杆 菌 主 
要 使 用 co" 。 在 特殊 的 条 件 下 ,其 他 类 型 的 ec 因子 可 被 表达 或 被 激活 。 这 些 新 的 c 因子 识 
别 其 他 类 型 的 启动 子 , 其 一 致 序列 不 同 于 o 所 识别 的 启动 子 , 从 而 指导 RNAP 启动 一 些 
新 基因 的 表达 。 在 某 些 条 件 下 ,细菌 使 用 这 种 调控 系统 可 对 多 个 基因 的 表达 进行 统一 的 
调控 。 下 面 以 大 肠 杆 菌 的 热 休克 反应 (hot shock response) 为 例 , 说 明 该 系统 的 运作 
机 制 。 

热 休 克 反 应 也 称 为 热 激 反应 , 它 是 生物 体 对 高 温和 其 他 一 些 闭 境 条 件 做 出 的 各 种 保 
护 性 反应 。 其 中 涉及 一 项 最 重要 的 生理 .生化 反应 就 是 启动 或 者 提高 细胞 内 HSP 的 表 
达 。 大 肠 杆菌 或 其 他 类 型 的 细菌 启动 HSP 表达 的 机 制 如 下 (图 11-3):(1) 热 休克 条 件 
使 o" 失 活 , 同 时 增强 rzo 万 基因 的 表达 ;(2)rzto 互 基因 的 产物 一 一 o 与 RNAP 核心 酶 组 
装 成 全 酶 以 后 ,与 热 休 克基 因 的 启动 子 结合 ,启动 HSP 的 表达 。 据 估计 ,大 肠 杆 菌 有 30 
个 以 上 的 热 休 克基 因 的 表达 受 o 的 控制 。 

在 30 下 , 吧 在 细胞 内 的 水 平 非 常 低 ,而 温度 一 旦 升 高 ,其 含量 瞬间 提高 。 咏 浓度 
共 受 到 rzo 互 基因 的 转录 、 翻 译 .RpoH 和 蛋白 活性 和 RpoH 蛋白 稳定 性 的 调控 。c” 的 热 诱 
导 主 要 在 转录 后 水 平 。 在 相对 低 的 温度 下 ,rzto 互 -= mRNA 的 一 个 特殊 二 级 结构 封闭 了 
RBS, 导 致 翻译 难以 进行 。 然 而 ,温度 升 高 导致 上 述 二 级 结构 发 生 热 变 性 ,从 而 使 翻译 得 
以 启动 。 吧 一 旦 产生 ,其 命运 取决 于 它 与 其 他 一 些 蛋 白质 的 相互 作用 :在 正常 的 条 件 下 ， 
分 子 伴侣 DnaJ/DnaK 与 呼 结合 ,抑制 它 的 活性 。 这 两 种 分 子 伴侣 与 电 的 结合 ,一 方面 
使 其 不 能 与 RNAP 核心 酶 结合 , 另 一 方面 使 其 更 容易 受到 由 FtsH 介 导 的 蛋白 质 降解 ; 
在 逆境 条 件 下 ,DnaK/DnaJ 系统 被 吸引 去 处 理 细 胞 内 积累 的 变性 和 蛋白质, 而 “ 放 过 ”了 构 
象 因 受 热 发 生变 化 的 o。 自 由 的 电 与 RNAP 核心 酶 结合 , 转 而 启动 热 休 克基 因 的 
转录 。 


c7" 识别 的 启动 子 序列 : Us 
c?2 识别 的 启动 子 序列 : GAAlaslab 
| o?P 转录 下 Ra 站 
audioacaaduaiiuaiaduinduissaoc 32 EN 
1 几 个 热 激 
基因 转录 


侠 11-3 6 因子 的 选择 性 使 用 与 热 休克 基因 的 表达 调控 
如 果 温 度 升 得 过 高 ,如 超过 45 C , 热 休克 和 蛋白 基本 上 会 成 为 细胞 内 唯一 被 表达 的 蛋 


429 


430 


白质 。 这 时 就 需要 呈 的 持续 合成 以 维持 热 休 克基 因 的 持续 转录 。 已 发 现 ,rpo 互 基因 的 
转录 至 少 受 4 个 不 同 的 启动 子 (P1、P3、P4 和 P5) 的 驱动 。 其 中 P1、.P4 和 P5 受 中 的 识 
别 。 在 正常 的 温度 下 ,rzo 瓦 基因 的 启动 子 为 o" 特 异性 的 启动 子 , 因 此 电 可 以 正常 地 表 
达 ; 在 非常 高 的 温度 下 ,如 50 ,只 有 P3 有 转录 活性 ,这 时 候 另 外 一 种 因子 一 一 虽 与 
RNAP 核心 酶 结合 ,启动 受 P3 控制 的 >zo 互 基因 的 转录 。 

某 些 喉 菌 体 通过 不 同 e 因子 之 间 构 成 的 级 联 Ccascade) 网 络 ,来 控制 不 同 层次 的 基因 
表达 : 即 由 一 个 起 始 e 因子 启动 第 二 种 e 因子 及 其 附带 基因 的 表达 ,再 由 第 二 种 c 因子 启 
动 第 三 种 ec 因子 及 其 附带 基因 的 表达 ,以 此 类 推 。 例 如 ,SPO1 吹 菌 体 在 大 肠 杆 菌 细胞 内 
不 同时 期 基因 表达 的 转换 ,就 是 借助 不 同 c 因子 之 间 的 级 联 关 系 而 实现 的 (图 11- 4): 首 
先 使 用 宿主 细胞 的 o" 表 达 其 早期 基因 和 号; 再 由 吧 表 达 中 期 基因 和 o# ;最 后 由 喉 表达 
晚期 基因 。 


晚期 基因 


启动 子 
侠 11-4 6 因子 的 级 联 与 SPOI 噬菌体 不 同时 期 基因 表达 之 间 的 关系 


(二 ) 操纵 子 调 控 模 型 

操纵 子 Coperon) 是 原核 生物 基因 表达 调控 最 重要 的 形式 ,原核 生物 的 基因 多 数 以 操 
纵 子 的 形式 组 成 基因 表达 调控 的 单元 。 例 如 ,大肠 杆 菌 基 因 组 共有 4 289 个 基因 ,但 绝 大 
多 数 基因 都 被 组 织 在 约 578 个 操纵 子 之 中 。 

操纵 子 概念 和 模型 由 法 国 科 学 家 Francois Jacob 和 Jacques Monod 于 1962 年 提出 。 
虽然 真 核 生 物 一 般 没 有 操纵 子 结构 ,但 操纵 子 所 涉及 的 一 些 基 本 原理 也 适用 于 真 核 
生物 。 

操纵 子 模型 认为 :一 些 功能 相关 的 结构 基因 成 得 存 在 ,构成 多 顺 反 子 , 它 们 的 表达 作 
为 一 个 整体 受到 控制 元 件 (control element) 的 调节 。 控 制 元 件 由 启动 子 、 操 纵 基因 和 调 
节 基 因 组 成 ,其 中 操纵 基因 又 称 为 操作 子 。 调 节 基 因 编 码 调节 蛋白 ,与 操纵 基因 结合 而 
控制 结构 基因 的 表达 。 如 果 调 节 和 蛋白 是 阻 遏 蛋白 , 则 与 操纵 基因 的 结合 是 阻 遏 基因 的 表 
达 , 就 为 负 调 控 ; 如 果 调 节 和 蛋白 是 激活 蛋白 , 则 与 操纵 基因 的 结合 是 激活 基因 的 表达 ,就 
为 正 调控 。 

1. 大 肠 杆 菌 的 乳糖 操纵 子 (Lac operon) 

大 肠 杆菌 的 乳糖 操纵 子 是 第 一 个 被 曾 明 的 操纵 子 。 早 在 20 世纪 50 年 代 ,Jacob 和 
Monod 就 开始 研究 大 肠 杆菌 对 乳糖 的 分 解 代 谢 , 集 中 研究 乳糖 对 乳糖 代谢 酶 的 诱导 
Cinduction) 现 象 (图 11 - 5): 若 大 肠 杆 菌 生长 在 没有 乳糖 的 培养 基 中 , 那 细 胞 内 参与 乳糖 


于 一齐 


疏 


分 解 代 谢 的 三 种 酶 , 即 B- 半 乳糖 苷 酶 .乳糖 | 
透 过 酶 (lactose permease) 和 统 基 半 乳 糖苷 转 


乙酰 酶 (thiogalactoside transacetylase) 就 很 乳糖 为 
少 ,这 时 每 个 细胞 平均 只 有 0. 5~5 个 有 B- 半 葵 莉 精 。 叭 碳 源 | 个 
乳糖 背 酶 分 子 。 可 是 一 旦 在 堵 养 基 中 加 入 下 一 | 了 
乳糖 或 乳 粮 类似 物 , 在 几 分 钟 内 ,每 个 细胞 尖 ee 
中 的 B- 半 屯 糖 昔 酶 分 子 数量 又 增 ,可 高 达 电 各 
5 000 个 ,有 时 甚至 可 占 细菌 可 溶性 蛋白 的 “ 导 / AT 三 
5 站 一 10 外 。 与 此 同时 ,其 他 两 种 酶 的 分 子 数 受 | ]/ | 要 
也 迅速 提高 。 由 此 可 见 ,新 合成 的 B- 半 下 精 | ， 殊 | 杰 
音 酶 、 透 过 酶 和 转 乙酰 酶 是 由 底 物 乳糖 或 其 |/ 
类 似 物 直 接 诱导 产生 , 屯 糖 及 其 相关 类 似 物 1/ 
因此 被 称 为 诱导 物 (inducer) 。 0 1 基 站 2 

B- 半 乳糖 音 酶 是 由 Lac2Z 基因 编码 ,主要 册 h 


作用 是 催化 乳糖 分 子 内 B- 糖 昔 键 的 水 解 , 还 和合 11-5 葡萄 糖 效应 和 乳 精 诱 导 
催化 少量 乳糖 变 成 别 乳糖 (allolactose); 透 过 
酶 由 LacY 基 因 编 码 , 是 一 种 路 膜 转运 蛋白 ,负责 将 培养 基 中 的 乳糖 运输 到 胞 内 ;乙酰 化 
酶 或 转 乙 酰 酶 由 LacA 基因 编码 ,可 催化 乙酰 基 从 乙酰 辅酶 A 转移 到 B- 半 乳糖 苷 上 ,但 
其 功能 至 今 仍 不 明朗 。 

为 了 搞 清 楚 乳 糖 诱导 现象 的 分 子 机 制 ,Jacob 和 Monod 筛选 出 了 一 系列 大 肠 杆菌 乳 
糖 代谢 的 突变 体 , 并 对 各 种 突变 体 进 行 了 详尽 的 遗传 学 研究 ,在 取得 翔实 的 实验 数据 的 
基础 上 ,进行 了 严密 的 逻辑 推理 ,最 终 提出 了 操纵 子 假 说 。 

首先 ,他 们 注意 到 参与 乳糖 代谢 的 三 个 结构 基因 的 调控 是 协调 一 致 的 ,三 种 酶 合成 
的 时 间 和 速率 几乎 相同 ,这 就 意味 着 它们 可 能 有 一 个 共同 的 控制 元 件 或 启动 子 ; 其 次 , 遗 
传 作 图 分 析 表 明 ,三 种 酶 的 基因 紧密 连锁 在 一 起 ,这 为 三 种 酶 以 多 顺 反 子 的 形式 存在 提 
供 了 证 据 ;随后 的 极 性 突变 实验 ,为 多 顺 反 子 的 存在 提供 了 进一步 的 证 据 。 他 们 的 实验 
结果 是 :lac2Z 的 突变 可 降低 acY 和 acA 的 表达 ;lacY 的 突变 只 降低 /acA 的 表达 ,但 不 
影响 Lac2 的 表达 ;acA 的 突变 不 影响 /ec2 和 LacyY 的 表达 。 

Jacob 和 Monod 还 得 到 了 其 他 一 些 很 特别 的 突变 体 , 在 综合 各 种 突变 体 的 研究 成 果 
之 后 ,终于 提出 了 野生 型 大 肠 杆菌 半 乳 糖 操纵 子 的 模型 (图 11 - 6)。 再 经 过 多 年 不 断 的 
补充 和 改进 ,现代 的 乳糖 操纵 子 模型 已 日 至 完善 ,其 主要 内 容 是 :(1) 乳糖 操纵 子 由 调节 
基因 (acD 启动 子 .操纵 基因 (lecO) 和 三 个 结构 基因 组 成 ,其 中 调节 基因 启动 子 和 操纵 
基因 构成 控制 元 件 ,共同 控制 结构 基因 的 表达 。 操 纵 基 因 位 于 启动 子 和 结构 基因 之 间 ， 
其 核心 结构 是 一 段 长 为 21 bp 的 回 文 序列 ;(2) 调节 基因 独立 地 表达 ,编码 阻 遏 蛋白 ,但 
由 于 受 弱 启 动 子 的 控制 , 阻 遏 蛋白 在 细胞 内 总 是 维持 在 较 低 的 水 平 ;(3) 阻 遏 蛋白 为 四 
聚 体 蛋 白 ,在 无 乳糖 的 情况 下 , 与 操纵 基因 结合 ,而 阻 断 RNAP 启动 结构 基因 的 转录 ,但 
这 种 结合 并 不 完全 ,因此 ,会 有 微量 的 B- 半 乳糖 苷 酶 .乳糖 透 过 酶 和 乙酰 化 酶 的 合成 ; 
(4) 一 且 高 浓度 的 乳糖 进入 细胞 ,在 细胞 内 残留 的 B- 半 乳糖 苷 酶 催化 下 ,一 部 分 乳糖 发 
生 异 构 化 , 变 成 别 乳 糖 。 而 草 乳糖 作为 别 构 效 应 物 与 阻 遏 蛋 白 结 合 , 改 变 阻 遏 蛋白 的 构 
象 ,使 其 不 能 再 与 操纵 基因 结合 ,操纵 子 因此 被 打开 ; (5) 在 阻 遏 蛋白 与 操纵 基因 解 离 以 
后 ,RNAP 与 启动 子 结合 ,启动 三 个 结构 基因 的 转录 ,产生 lac2、LacY 和 ac4 的 共 转 录 
物 , 但 翻译 却 是 独立 地 进行 ,从 而 产生 三 种 不 同 的 酶 ;(6) 由 于 阻 遏 蛋白 与 操纵 基因 的 结 
合 阻 断 了 结构 基因 的 表达 ,因此 ,乳糖 操纵 子 受 到 它 的 负 调 控 ;(7) 发 生 在 控制 元 件 内 的 
突变 可 影响 到 结构 基因 的 表达 。 
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(TD) + 诱导 物 (乳糖 或 别 乳 糖 ) 
人 @ 稚 风 要 日 不 能 与 扣 维 基因 结 台 
21100bp y[ 3 060bp 1250bp 8I0bp  ! 
本 转录 
克 B 色 
阻 遏 蛋白 半 乳 糖苷 酶 透 过 酶 ”乙酰 化 酶 
38K 116k 46.5K 30k 
四 聚 体 四 聚 体 二 育 体 
(2) 无 诱导 物 
阻 过 蛋白 与 操纵 基因 结合 
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阻 过 蛋白 
侠 11-6 大 肠 杆 菌 半 乳 糖 操纵 子 模型 


异 两 基 硫 代 -B- D- 半 乳糖 奇 (isopropyl-Dr-thiogalacto-pyranoside,IPTG) ,是 一 种 人 
工 合成 的 乳糖 类 似 物 ( 图 11 - 7) ,能 迅速 进入 大 肠 杆 菌 细胞 ,但 本 身 并 不 能 被 B- 半 乳糖 
苷 酶 降解 ,因此 在 其 与 阻 过 蛋白 结合 以 后 ,可 持续 地 刺激 乳糖 操纵 子 结构 基因 的 表达 。 
相对 于 乳糖 或 别 乳糖 ,IPTG 可 视 为 乳糖 操纵 子 的 一 种 安奈 诱导 物 (gratuitous inducer) 。 


CH2OH CH: 

HO O on= 间 ， O、oOH 
H 昌 
OH 日 OH 惠 

下 下 HO 且 
H OH H OH H OH 


别 乳 糖 IPTG 
人 图 11-7 别 乳糖 和 IPTG 的 化 学 结构 


又 射线 衍射 数据 表明 ,构成 乳糖 操纵 子 阻 遏 蛋白 的 每 一 个 亚 基 上 共有 3 个 结构 域 : 
N 端 结构 域 (1 一 62) 核心 结构 域 (63~340) 和 C 端 结构 域 (341 一 357) 。N 端 结构 域 还 可 
以 分 为 2 个 功能 区 ,1 个 与 DNA 上 特殊 的 碱 基 序列 结 合 (1 一 45), 另 1 个 为 匀 链 区 
(46 一 62) 。 与 DNA 结合 的 区 域 含 有 一 种 典型 的 DNA 结合 模 体 一 一 螺旋 -转角 -螺旋 , 它 
主要 在 大 沟 上 与 DNA 结合 。 贸 链 区 将 阻 遏 和 蛋白 的 DNA 结合 区 域 与 核心 结构 域 联系 起 
来 ,使 得 两 个 结构 域 可 以 独立 地 移动 。 此 外 , 贸 链 区 也 参与 阻 遇 蛋 白 与 操纵 子 的 结合 ， 
内 部 的 一 段 无 规则 卷曲 (50 一 58) 在 与 DNA 结合 以 后 转变 成 -螺旋 ,这 有 助 于 DNA 结 
合 区 域 采 取 更 好 的 取向 ,从 而 稳定 阻 遏 蛋白 与 操纵 基因 的 结合 ;核心 结构 域 为 诱导 物 结 
合 区 域 ,由 两 个 结构 相似 的 亚 结构 域 组 成 。 每 一 个 亚 结构 域 含有 一 个 6 股 B 折 蚕 和 环绕 
在 外 的 4 段 -螺旋 ;C 端 结 构 域 与 四 聚 体 的 形成 有 关 。 

进一步 研究 表明 ,乳糖 操纵 子 实 际 上 有 三 个 阻 遏 蛋白 结合 位 点 一 一 OO 和 0 (图 
11-8)。 这 三 个 位 点 是 实现 最 大 限度 的 阻 遏 所 必需 的 。O 就 是 最 早 发 现 的 操纵 基因 序 
列 , 它 与 启动 子 部 分 重奏 ;0 位 于 /acT 的 内 部 ,在 O 上 游 93 bp 的 区 域 ;O, 位 于 Lac2 的 内 
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部 ,在 O 下 游 401 bp 的 区 域 。 这 三 个 位 点 都 具有 接近 二 重 对 称 的 结构 ,其 中 和 〇 要 比 〇 、 
心 对 称 , 因 此 与 阻 遏 蛋白 结合 最 牢 。 在 阻 遇 蛋白 - DNA 复合 物 之 中 ,每 一 个 阻 遏 蛋白 四 
聚 体 与 两 个 独立 的 结合 位 点 结合 , 即 每 一 个 二 聚 体 与 一 个 结合 位 点 结合 。 


83 01 +9 lacZ 计 410 
一 -一 


O，CAP O) O， 


01 5AATTGTGAGCGGATACAATT 3 
02 5 AAATGTOGAGCGAGTACAACC 3 
03 5 GGCAGTGAGCGCAACGCAATT 3 


LaCZ 


已 
sa 0 
92 bp 401 bp 


售 11-8 乳糖 操纵 子 阻 歇 蛋白 与 三 个 结合 位 点 的 结合 以 及 DNA 环 结构 的 形成 


当 三 个 位 点 都 存在 的 时 候 , 阻 巡 蛋白 抑制 转录 起 始 的 幅度 可 达 近 1 000 倍 ; 如 果 缺 乏 
志 或 O, 阻 过 效果 就 只 有 约 500 倍 ; 如果 和 心 都 缺乏 , 阻 遏 效果 就 只 有 20 倍 。 若 阻 遏 
蛋白 结合 到 O 和 人 @ 上 ,DO 和 人 心 之 间 的 DNA 就 弯曲 成 环 , 从 而 进一步 降低 RNAP 与 启动 
子 的 结合 。 若 阻 遇 蛋 白 结 合 到 Q 和 QQ 上,O, 和 伺 之 间 的 DNA 就 弯曲 成 环 。 这 可 直接 
干扰 mRNA 的 合成 或 延伸 。 

一 且 诱 导 物 在 核心 结构 域 与 阻 深 蛋白 结合 , 阻 遏 蛋白 的 构象 即 发 生变 化 ,并 迅速 通 
过 匀 链 区 传播 到 DNA 结合 区 域 , 而 导致 铵 链 区 内 的 “螺旋 结构 被 破坏 ,进而 降低 阻 巡 蛋 
白 与 操纵 基因 之 间 的 亲和力 ,致使 DNA 被 释放 出 来 。 

乳糖 操纵 子 除 受 到 阻 遏 蛋白 的 负 调 控 以 外 ,还 受到 分 解 物 激 活 蛋 白 (catabolite 
activator protein,CAP) 的 正 调 控 。 

正 调 控 是 在 对 大 肠 杆菌 的 另外 一 种 代谢 现象 , 即 和 葡萄糖 效 应 (glucose effect) 的 研究 
中 发 现 的 。 人 们 很 早 就 知道 ,葡萄糖 的 存在 能 够 阻止 大 肠 杆 菌 对 其 他 糖 类 的 利用 ,这 种 
现象 就 是 葡萄 糖 效应 。 例 如 ,大 肠 杆 菌 在 同时 含有 和 葡萄糖 和 乳糖 的 培养 基 中 生长 的 时 
候 , 并 不 能 利用 乳糖 ,只 有 在 葡萄 糖 被 耗 尺 以 后 ,才能 够 代谢 乳糖 。 那 么 ,葡萄 糖 是 如 何 
抑制 大 肠 杆菌 利用 乳糖 的 呢 ? 

1965 年 ,B. Magasonik 等 人 发 现 ,在 大 肠 杆 菌 中 也 有 cAMP, 而且 它 的 浓度 与 葡萄 糖 
浓度 呈 负 相关 。cAMP 浓度 的 变化 与 腺 苷 酸 环 化 酶 (AC) 的 活性 直接 相关 联 , 即 高 浓度 
的 葡萄 糖 因 抑制 AC 的 活性 而 导致 AMP 浓度 的 下 降 。 那 么 ,是 不 是 细胞 内 cAMP 浓度 
的 下 降 才 使 乳糖 不 能 利用 的 呢 ? 

为 了 和 弄 清 cAMP 浓度 的 变化 与 乳糖 利用 之 间 的 关系 ,有 人 将 易于 通过 大 肠 杆 菌 细胞 
膜 的 AMP 类 似 物 一 一 双 丁 酰 - cAMP 加 入 到 含有 葡萄 糖 和 乳糖 的 培养 基 中 ,结果 发 现 
乳糖 操纵 子 受 到 激活 ,乳糖 能 够 被 利用 了 。 这 就 说 明 cAMP 浓度 的 升 高 的 确 是 大 肠 杆菌 
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细胞 能 够 利用 乳糖 的 前 提 。 然 而 ,cAMP 浓度 的 升 高 又 是 如 何 打 开 乳 糖 操纵 子 的 呢 ? 

当 人 们 得 到 两 种 很 特殊 的 大 肠 杆菌 突变 体 以 后 ,上 面 的 问题 才 有 了 答案 。 这 两 种 突 
变 体 都 只 能 利用 葡萄 糖 ,不 能 利用 其 他 糖 类 ,其 中 一 种 突变 体 的 AC 基因 有 缺陷 ,因此 在 
任何 情况 下 ,都 不 能 合成 <AMP; 另 一 种 突变 体 缺 乏 一 种 能 与 cAMP 结合 的 蛋白 质 , 即 
cAMP 受 体 蛋 白 (cAMP receptor protein,CRP) 。CRP 就 是 分 解 物 激活 蛋白 CAP, 这 种 突 
变 体 在 加 入 外 源 的 c<AMP 以 后 也 不 能 利用 乳糖 。 这 两 类 突变 体 的 存在 ,不仅 进一步 确定 
了 cAMP 与 乳糖 代谢 之 间 的 关系 ,还 说 明了 cAMP 是 通过 CAP 起 作用 的 。 

CAP 由 2 个 相同 的 亚 基 组 成 ,每 1 个 亚 基 有 2 个 结构 域 ,1 个 在 入 端 ,含有 cAMP 结 
合 位 点 , 另 1 个 在 C 端 ,含有 螺旋 -转角 -螺旋 ,负责 与 DNA 结合 。CAP 必须 与 cAMP 结 
合 以 后 才 有 活性 。 当 cAMP 与 CAP 结合 以 后 ,CAP 的 构象 即 发 生变 化 ,其 C 端的 螺旋 - 
转角 -螺旋 可 采取 合适 的 取向 ,从 而 能 够 识别 并 结合 到 DNA 的 特异 性 位 点 上 。 

CAP-cAMP 与 DNA 结 合 的 特异 性 位 点 由 26 bp 的 碱 基 序列 组 成 ,位 于 乳糖 操纵 子 
局 动 子 的 上 游 , 紧 靠 - 35 区 ,其 一 致 序列 是 一 段 不 完善 的 回 文 序列 TGTGA - Ne- 
TCACA, 该 位 点 称 为 CAP 位 点 。CAP- cAMP 与 CAP 位 点 的 结合 ,可 导致 周围 的 DNA 
产生 小 的 弯曲 ,CAP 因此 能 够 与 RNAP 全 酶 在 亚 基 的 C 端 结构 域 (w- CTD) 相 互 作 
用 ,从 而 有 利于 RNAP 与 启动 子 的 结合 ,以 及 DNA 双 螺 旋 的 局 部 解 链 ,最 终 激活 了 下 游 
基因 的 转录 (图 11-9)。 


CAMP 


什 11-9 CAP-cAMP 与 RNA 聚合 酶 以 及 乳糖 操纵 子 的 相互 作用 


CAP 位 点 不 仅 存在 于 乳糖 操纵 子 的 附近 ,还 存在 于 其 他 一 些 与 碳 源 分 解 代 谢 有 关 
的 操纵 子 的 周围 ,如 半 乳 糖 操 纵 子 和 阿拉 伯 糖 操纵 子 等 ,这 也 说 明了 CAP- cAMP 能 激 
活 多 个 操纵 子 的 活性 。 

那么 ,环境 中 有 无 葡萄 糖 是 如 何 影 响 到 大 肠 杆菌 细胞 AC 的 活性 呢 ? 这 是 因为 AC 
受到 磷酸 转移 系统 (PTS) 中 下 A… 酶 的 调节 。 磷 酸化 的 上 A… 酶 是 AC 的 激活 物 ,能够 使 
cAMP 的 水 平 升 高 。 但 去 磷酸 化 的 开 A” 酶 则 会 抑制 AC 的 活性 ,使 AMEP 的 水 平 下 降 。 
当 有 葡萄 糖 存 在 时 ,葡萄糖 通 过 PTS 进入 细胞 ,这样 造成 磷酸 化 的 下 LA… 含 量 降低 , 当 葡 
萄 糖 消耗 完 后 ,其 含量 又 会 上 升 。 

乳糖 操纵 子 之 所 以 要 受到 双重 调控 ,有 两 个 原因 :一 是 使 细胞 能 够 优先 利用 和 葡萄糖， 
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CAP 结 合 位 点 _ RNA 聚 合 酶 覆盖 的 区 域 
和 一 mRNA 
* CA ThTGCTTCCOOCTCO TOTooNNONNEORRRENNRRRcAchcxcoAAnckocx 
7 FTOCQFTAATY AGFNARCCOZO zhCORAGCCCONGC 有 CCSKRNRRRZCACOZNRARRASADOTOTGTCCTTTOTCOA 
= TO AI 
阻 过 绰 白 履 盖 的 区 域 


(1) 乳糖 操纵 基因 序列 
5 TG G < 轴 c 昌 5 在 人 是 现时 天 王 
3 AC CEI < 贡 <C 六 < 已 T 区 TIEEGIRRR 5 
(2) CAP-cAMP 结 合 位 点 序列 
5 GTGAGTTAGCTEAE 3 
3，GAGTCAATCGAGTG 5 
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而 优先 利用 葡萄 糖 对 细胞 来 说 是 有 益 的 ,因为 参与 葡萄 糖分 解 的 即 编码 糖 酵 解 的 各 个 酶 
的 基因 均 是 管家 基因 ,这样 一 来 葡萄 糖 可 以 迅速 地 被 分 解 ,为 细胞 提供 能 量 ; 二 是 vec 启 
动 子 天 生 是 一 个 弱 启 动 子 ,CAP - cAMP 的 激活 就 弥补 了 其 启动 子 活性 的 “先天 不 足 ”。 (GE 如 采 符 大 扬 杆 菌 的 

2. 大 肠 杆 菌 的 阿拉 伯 糖 操纵 子 全 本 

乳糖 操纵 子 模型 的 巨大 成 功 曾 使 Monod 一 度 认为 ,大 肠 杆菌 内 所 有 基因 表达 的 调 sw wo 
控 都 是 负 调 控 。 然 而 ,就 在 他 与 Jacob 一 起 建立 乳糖 操纵 子 模型 的 时 候 ,Ellis Englesberg 站 构 基 因 Wi 
却 在 研究 大 肠 杆菌 对 阿拉 伯 糖 的 代谢 。Englrsberg 在 进行 了 一 系列 遗传 学 分 析 以 后 , 认 有 
为 阿拉 伯 糖 操纵 子 受到 正 调控 。 他 的 正 调控 假说 在 相当 长 的 一 段 时 间 以 后 才 被 接受 。 SA 

阿拉 伯 糖 操纵 子 编码 3 个 与 阿拉 伯 糖 代谢 有 关 的 酶 (图 11 - 11) :由 areA 基因 编码 
的 阿拉 伯 糖 异 构 酶 ;由 araB 基因 编码 的 核 酮 糖 激酶 :由 araD 基因 编码 的 5 -磷酸 核 酮 糖 
差 问 异 构 酶 。 这 3 个 结构 基因 按照 araB .areA 和 araD 的 顺序 排列 ,可 简称 为 wrxBAD， 
共同 受 araC 基因 的 产物 AraC 蛋白 和 CAP - cAMP 控制 。 

与 乳糖 操纵 子 不 同 的 是 ,阿拉 伯 糖 操纵 子 的 调节 和 蛋白 既是 一 种 激活 蛋白 ,又 是 一 种 
阻 遏 蛋白 。 那 AraC 是 如 何 做 到 这 一 点 的 呢 ? 仔细 观察 阿拉 伯 糖 操纵 子 在 调节 区 域 的 结 
构 ,就 能 找到 答案 。 

AraC 有 3 个 不 同 的 结合 位 点 :araO .araO 和 araT, 其 中 wxrarI 又 可 分 为 ara 厂 和 
ard。araT 位 于 CAP 位 点 和 araBAD 的 启动 子 之 间 ;araO 位 于 araC 启动 子 的 上 游 ; 
aa 人 位 于 araC 基因 的 内 部 ,远离 araO 。AraC 与 3 个 结合 位 点 的 亲和力 依次 是 araT 仿 
ara0O 六 araO 。 紧 靠 araT 上游 的 CAP 结合 位 点 用 来 激活 araBAD 启动 子 , 但 对 araC 启 
动 子 无 效 。 

在 无 阿拉 伯 糖 的 时 候 ,Arac 作为 阻 遇 蛋白 与 五 和 结合。 与 工 和 坊 结 合 的 AraC 
蛋白 分 子 相互 作用 形成 二 聚 体 ,导致 它们 之 间 的 DNA 片段 形成 环 , 从 而 阻止 RNAP 与 
araC 启动 子 和 areBAD 启动 子 的 结合 ,同时 抑制 阿拉 伯 粮 操纵 子 和 araC 基因 的 转录 。 
此 外 ,过 量 的 AraC 还 可 以 和 CQ 〇 结合 ,而 进一步 抑制 自身 的 合成 。 

在 有 阿拉 伯 糖 的 时 候 ,阿拉 伯 糖 与 AraC 结合 ,与 阿拉 伯 糖 结合 的 Arac 作为 激活 蛋 

与 五 和 五 结合 ,原来 在 五 和 @ 之 间 的 DNA 环 消 失 , 如 果 这 时 也 无 葡萄 糖 , 那 细胞 内 的 
cAMP 浓度 就 会 升 高 , cAMP - CAP 结合 在 五 附近 的 CAP 位 点 ,与 Arac 一 起 激活 
AraBAD 的 表达 。 

3. 大 肠 杆 菌 的 色 氢 酸 操纵 子 

乳糖 操纵 子 和 阿拉 伯 糖 操纵 子 都 属于 诱导 型 操纵 子 (inducible operon) ,这 是 因为 乳 
糖 和 阿拉 伯 糖 都 是 作为 诱导 物 来 诱导 各 自 操纵 子 发 生 转录 的 。 下 面 要 介绍 的 色 氨 酸 操 
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阿拉 伯 精 ~ 1 一 核 酮 精 一 一 ~ L 一 5- 磷 酸 核 酮 糖 一 ~D-5- 磷 酸 木 酮 糖 


丰 已 ayraB4D 


被 阻 遇 


AraC 与 0 和 1 结合 阻 过 araBAD 表 达 过 量 AraC 结 合 O, 调 节 细 胞 内 AraC 的 浓度 


(2) +L- 阿 拉 伯 精 【7 
+CAMP-CRP 希 
忆 P oraB4D 被 激活 - 
CS 


AraC 与 0 和 1 结合 激活 araBAD 表 达 
侠 11-11 大 肠 杆菌 阿拉 伯 糖 操纵 子 模型 及 其 作用 机 制 


纵 子 是 一 种 阻 遏 型 操纵 子 (repressible operon) , 它 控 制 5 种 参与 色 氨 酸 合成 的 酶 的 基因 
的 表达 。 之 所 以 说 它 是 阻 遏 型 操纵 子 ,是 因为 色 氨 酸 作 为 辅 阻 遇 物 (co - repressor) ,与 阻 
遏 蛋 白 结 合 而 阻止 色 氮 酸 操纵 子 的 表达 。 

除了 色 氮 酸 操 纵 子 是 阻 遏 型 以 外 ,其 他 与 合成 代谢 有 关 的 操纵 子 也 属于 阻 遏 型 操纵 
子 。 一 般 说 来 ,控制 分 解 代谢 的 操纵 子 为 诱导 型 ,控制 合成 代谢 的 操纵 子 属于 阻 过 型。 
操纵 子 如 此 的 分 工 , 使 得 细胞 能 够 对 环境 或 胞 内 的 代谢 变化 迅速 做 出 反应 。 

以 色 氨 酸 操纵 子 为 例 , 如 果 培 养 基 中 含有 Trp, 那 大 肠 杆 菌 就 只 需 将 其 运输 到 胞 内 
直接 利用 ,而 不 必 浪 费 能 量 自 己 去 合成 ,因此 ,这 时 候 色 氮 酸 操纵 子 会 被 关闭 ;相反 ,如 果 
培养 基 中 没有 Trp, 大 肠 杆菌 就 必须 “自力 更 生 ”, 自 己 去 合成 ,以 满足 细胞 对 它 的 需求 ， 
这 时 候 色 氮 酸 操纵 子 应 该 被 打开 。 

色 氨 酸 操纵 子 ( 图 11- 12) 的 结构 基因 包括 trzpFE、irpD、irpCrpB 和 trbA, 这 些 结 
构 基 因 编 码 的 酶 都 与 色 氮 酸 的 合成 代谢 有 关 。 除 了 这 5 个 结构 基因 以 外 ,在 rzpE 的 上 
游 还 有 一 段 前 导 序 列 CzrpL) ,编码 一 个 小 肽 ,其 内 部 含有 弱化 子 序 列 ;操纵 基因 序列 在 局 
动 子 和 tt 之 间 ,无 CAP 位 点 ;调节 基因 zrzpR 远离 操纵 子 , 受 自身 启动 子 的 控制 ,持续 
低 水 平 表达 阻 遏 和 蛋白 TrpR。 与 乳糖 操纵 子 的 阻 遏 蛋白 和 CAP 一 样 ,TrpR 也 含有 可 与 
DNA 结合 的 模 体 结构 一 一 螺旋 -转角 -螺旋 。 然 而 ,单独 的 TrpR 并 不 能 与 色 氮 酸 操纵 基 
因 结合 ,因此 ,如 果 细 胞 内 的 色 氢 酸 浓 度 很 低 , TrpR 就 无 活性 ,这 时 色 氮 酸 操纵 子 会 处 于 
开放 的 状态 ,参与 色 氨 酸 合成 的 酶 就 会 表达 ,为 细胞 合成 必需 的 Trp。 当 细胞 内 的 Trp 
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前 导 序列 
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| | 7 属 隐 2 ER 
转录 
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由 双 功 能 栈 在 三 
色 氨 酸 合 成 
(2) 有 色 氨 酸 
前 导 序列 。 弱化 了 


CDD) 
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积累 到 一 定 水 平 以 后 , 色 氨 酸 作为 辅 阻 遏 物 与 TrpR 结合 ,诱导 其 构象 变化 而 使 之 激活 ， 
随后 TrpR - Trp 就 与 操纵 基因 结合 ,从 而 阻 遏 结构 基因 的 转录 。 

参与 色 氮 酸 合成 的 5 个 基因 除 受 到 操纵 子 调 控 以 外 ,还 受到 一 种 更 为 精细 的 调节 方 
式 即 弱化 子 的 调控 ,详情 参看 弱化 子 。 


Box 11 - 工 古 菌 的 色 氨 酸 操纵 子 


古 菌 也 有 与 色 氨 酸 合成 有 关 的 操纵 子 , 双 一 种 产 甲 烷 古 菌 (CJMetjazzo 太 ermzOpacier 
7IQ72Burgensis) 为 例 , 其 结构 基因 包括 1rpE、G、\C、 下、 BA 和 。 这 种 古 菌 的 一 种 突变 
体 在 色 氨 酸 类 似 物 5=- 甲 基色 和 氨 酸 (5 - methyltryptophan) 存 在 下 ,仍然 能 组 成 型 表达 
它 的 色 氨 酸 操纵 子 ( 图 11-13)。 经 鉴定 发 现 , 原 来 位 于 色 氨 酸 操 纵 子 和 tzpY 基 因 之 
间 的 序列 发 生 了 突变 。 随 后 的 生物 信息 学 分 析 预 测 了 TrpY 可 能 是 色 氨 酸 结合 的 调 
节 有 蛋白 ! 可 以 结合 一 段 和 几 段 TGTACA 相关 序列 。 该 序列 称 为 TRP 人 金 ,刚好 位 于 色 
氨 酸 操纵 子 和 1rpY 基 因 之 间 。TrpY 与 TRP 侈 的 结合 ,可 阻 赴 十 菌 转 录 因 子 TFB 和 
TBP 分 别 结合 BRE 和 工 ATA 盒 这 两 段 启动 子 序列 ,从 而 抑制 色 氨 酸 操纵 子 转录 的 局 
动 。 在 缺乏 色 氨 酸 的 时 候 ,TrpY 可 自体 抑制 自身 的 转录 ;在 有 色 氨 酸 的 时 候 , 可 抑制 
trpY 和 trbEGCFBAD 的 转录 。 由 于 TrpY 只 含有 一 个 色 氨 酸 残 基 , 以 及 整个 
1rbEGCFBAD 操纵 子 也 只 有 一 个 色 氢 酸 密码 子 , 翻 译 trpY- mRNA 的 能 力 在 调节 这 


伽 11-13 古 菌 色 氨 酸 操纵 子 的 基本 结构 
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4. 大 肠 杆 菌 的 麦芽 糖 操纵 子 (the maltose operony) 

麦芽 糖 操纵 子 ( 图 11 - 14) 控 制 的 是 几 个 与 麦芽 糖 吸收 和 分 解 有 关 的 酶 基因 的 表达 。 
受到 调控 的 结构 基因 一 个 是 maLP 一 一 编码 麦芽 糊 精 磷酸 化 酶 (maltodextrin 
phosphorylase), 促进 麦芽 糖 运 输 到 细胞 内 , 另 一 个 是 alQ 一 一 编码 麦芽 糖 酶 
Camylomaltase) ,将 进入 细胞 的 麦芽 糖水 解 成 葡萄 糖 。 

与 乳糖 操纵 子 相 似 的 是 , 它 也 属于 诱导 型 操纵 子 , 也 受到 CAP- cAMP 的 激活 。 但 
与 乳糖 操纵 子 不 同 的 是 ,作为 诱导 物 的 麦芽 糖 不 是 与 阻 遏 蛋白 结合 ,导致 阻 遇 蛋白 的 失 
活 , 而 是 与 激活 和 蛋白 MalT 结合 ,激活 MalT。 在 没有 葡萄 糖 的 条 件 下 ,被 激活 的 
MalT 与 CAP- cAMP 一 道 打开 麦芽 糖 操纵 子 , 使 waZP 和 zzalLQ 得 以 表达 。 


CAP-cAMP 
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5. 大 肠 杆菌 的 半 乳 糖 操 纵 子 (the gaL operon) 

大 肠 杆菌 ga 操纵 子 ( 图 11- 15) 的 基本 结构 包括 :(1) 3 个 结构 基因 。ga 民 一 一 编 
码 UDP - 半 乳 糖 -4- 差 向 异 构 酶 (UDP - galactose- 4- epimerase) ,gaLT 一 一 编码 半 乳 糖 
- 介 酸 尿 喀 喧 核 背 转 移 酶 (galactose transferase), ga/ 开 编码 半 乳 糖 激 酶 (galactose 
kinase) 。 这 3 个 酶 的 作用 是 使 半 乳 糖 变 成 1 -磷酸 葡萄 糖 ;(2) 1 个 调节 基因 SQL 及 
编码 阻 遏 蛋白 ;(3) 操 纵 基 因 一 一 salO。gaIR 距离 gsaZETK 及 galO 很 远 , 但 gaR 产物 
对 gaLO 的 作用 与 LacT 产物 对 acO 的 作用 相似 。 


结构 基因 


0QU 古 al gaL 开 


阻 过 蛋白 忆 TERRY 
图 11- 15 半 乳 糖 操纵 子 的 结构 及 其 调控 机 制 


gal! 操纵 子 与 /cc 操纵 子 主要 有 两 个 差别 :(1) 有 两 个 操纵 基因 区 ,一 个 是 在 启动 子 
区 上 游 一 67 bp 一 一 53 bp 的 外 操纵 基因 (external operonyOr) , 另 一 个 是 在 结构 基因 ga/ 玉 
内 部 约 十 55 bp 的 内 操纵 基因 (internal operon,O );(2) 具有 两 个 启动 子 , 即 已 (一 10 区 
序列 为 TATGGTT) 和 Ps (一 10 区 序列 为 TATGCTA) ,它们 相距 仅 5bp。 这 两 个 启动 子 
的 活性 都 可 以 受到 阻 歇 蛋白 GalR 和 激活 蛋白 cAMP- CAP 的 调控 ,其 中 GalR 对 它们 的 
调控 都 是 负 调 控 , 但 c<AMP- CAP 对 P, 是 正 调控 ,对 已 则 是 负 调 控 。 

在 培养 基 无 葡萄 糖 但 有 半 乳 糖 时 ,这 时 细胞 里 有 高 水 平 的 <AMP 与 CAP 结合 形成 
有 活性 的 cAMP - CAP, 同 时 存在 的 半 乳 糖 与 GalR 结合 使 其 无 活性 ,因此 ,在 cAMP - 
CAP 的 激活 下 (与 一 35 区 结合 ) , 半 乳 糖 操 纵 子 从 已 开始 转录 ge/ 开 、gal 工 和 gc/ 开 这 三 


全 当 -局 
于 十 一 音 


个 结构 基因 。 这 时 已 反而 受到 cAMP- CAP 的 抑制 ,并 没有 活性 ; 而 在 培养 基 有 葡萄 糖 
无 半 乳 糖 时 ,一 方面 细胞 无 <AMP - CAP 激活 已 , 另 一 方面 GalR 主要 以 二 聚 体 的 形式 
与 OF 结合 抑制 P; ,因此 这 时 已 是 没有 活性 的 ,相反 已 没有 cAMP - CAP 的 抑制 则 是 有 
活性 的 ,这 时 转录 从 已 开始 ,但 只 转录 ga/ 忆 ,而 不 转录 另外 2 个 基因 galT 和 gai 开 ;在 培 
养 基 既 无 葡萄 糖 又 无 半 乳 糖 时 ,这 时 GalR 主要 以 四 聚 体 的 形式 存在 ,可 同时 与 两 个 操纵 
基因 Of 和 CO 结合 ,导致 它们 之 间 的 DNA 成 环 , 而 阻止 RNAP 与 启动 子 的 结合 ,或 者 抑 
制 开 放 的 转录 起 始 复合 物 的 形成 ,从 而 导致 操纵 子 几 乎 完全 关闭 。 

为 什么 ga 操纵 子 需要 两 个 启动 子 ? 这 主要 与 半 乳 糖 的 生理 功能 有 关 。 半 乳糖 不 
仅 可 以 作为 唯一 碳 源 供 细 胞 生长 ,而且 与 之 相关 的 物质 一 一 尿 苷 二 磷酸 半 乳 糖 (UDP- 
Gal) 是 大 肠 杆菌 细胞 壁 合成 的 前 体 。 在 没有 外 源 半 乳 糖 的 情况 下 , UDP - Gal 是 通过 半 
乳糖 差 向 异 构 酶 的 作用 由 UDP -葡萄 糖 合成 的 ,该 酶 是 ga 巨 基因 的 产物 。 在 任何 情况 
下 , 差 向 异 构 酶 必须 始终 能 够 合成 ,细菌 才能 正常 生长 。 如 果 只 有 P; 一 个 启动 子 , 那 么 
由 于 这 个 启动 子 的 活性 依赖 于 cAMP - CAP, 当 培养 基 中 有 葡萄 糖 存在 时 就 不 能 合成 差 
向 异 构 酶 。 假 如 唯一 的 启动 子 是 P ,那么 ,即使 在 葡萄 糖 存在 的 情况 下 , 半 乳 糖 也 将 使 
操纵 子 处 于 充分 诱导 状态 ,这 无 疑 是 一 种 浪费 。 无 论 从 必要 性 或 经 济 性 考虑 ,都 需要 一 
个 不 依赖 于 cAMP - CAP 激活 的 启动 子 (P, ) 对 高 水 平 合 成 进行 调节 。 

大 肠 杆 菌 的 gtPALG 操纵 子 

该 操纵 子 控制 的 基因 编码 的 是 与 氨 同 化 即 谷 氨 酰 胺 合成 有 关 的 酶 ,其 中 最 重要 的 是 
谷 氨 酰 胺 合成 酶 .ACGlutamine Synthase-A,GSA) 。 

GSA 是 一 种 非常 重要 的 别 构 酶 ,在 细胞 内 催化 氨 与 谷 氨 酸 结合 ,形成 氨 的 储备 , 即 
谷 氨 酰胺 。 这 个 酶 的 合成 受 氮 调 节 和 蛋白 CC(Nitrogen regulator proteinrC,NtrC) 的 激活 。 
Ntr-C 本 身 的 活性 又 受到 磷酸 化 的 调节 ,催化 它 磷 酸化 修饰 的 酶 是 Ntr- B。Ntr-C 只 
有 磷酸 化 (Ntr-C-p) 以 后 才 有 活性 。 

被 激活 的 Ntr- Cp 除了 可 激活 GSA 的 基因 表达 以 外 ,还 可 以 激活 其 他 许多 参与 氮 
代谢 以 及 相关 基因 的 表达 。 受 其 激活 的 操纵 子 有 25 个 以 上 , 共 涉 及 75 个 以 上 的 基因 。 
这 些 操纵 子 在 启动 子 上 游 都 含有 


增强 子 

Ntr-C=-p 的 结合 位 点 ,而 识别 这 些 一 人 一 or#-RNA 聚 合 酶 sz4 

操纵 子 启动 子 的 “因子 为 o' 。 | 1 
在 氮 饥 狐 的 时 候 , 细 胞 内 的 o 取 封闭 的 复合 物 


代 o" 与 核心 酶 结合 ,这 时 全 酶 识别 的 A 生 > ER 
是 另外 的 启动 子 序列 ,但 这 种 形式 的 “NE 。 无 活性 | NuB( 咯 二 
全 酶 只 是 跟 识别 的 启动 子 结合 ,形成 NEP2 
封闭 的 复合 物 ,很 难 形成 有 功能 的 开 。 。 Y 八 霜 活性 
放 复 合 物 。 只 有 在 Ntr- C-p 以 二 聚 7 
体 的 形式 结合 在 启动 子 上 游 的 位 点 
以 后 ,通过 蛋白 质 与 蛋白 质 的 相互 作 
用 ,Ntr-C-=-p 与 在 远 处 结合 吧 的 
RNAP 发 生 接触 ,导致 其 中 的 DNA 
成 环 ,并 通过 自 带 的 ATP 酶 活性 , 促 
进 转录 起 点 附近 解 链 (图 11 - 16)。 
成 环 对 于 Ntr - C 的 作用 是 非常 重要 
的 ,因为 它 结 合 的 两 段 碱 基 序列 位 于 
gl1zA 转录 起 点 上 游 一 140 和 一 108 bp 


开放 的 复合 物 
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下 ,直接 观察 到 了 环 出 的 结构 (图 11-17)。Ntr-C 的 这 种 作用 方式 ,与 真 核 生 物体 内 广 
泛 存在 的 激活 蛋白 与 增强 子 结合 激 活 蛋 白质 基因 表达 的 方式 相似 ,因此 也 有 人 将 结合 
Ntr-C 的 碱 基 序列 称 为 增强 子 。 


区 
at-RNA 聚 合 栈 
侠 11-17 电镜 下 Ntr-C 作用 时 形成 的 环 出 结构 


7. 抗 尔 离子 操纵 子 (the mercuric ion resistance Operonythe 7ier operony) 

示 对 于 生物 来 说 是 有 毒 的 ,不 同 的 生物 用 来 解除 条 毒 危害 的 机 制 不 一 定 相 同 。 许 多 
细菌 利用 zzer 操纵 子 编码 的 九 种 蛋白 质 来 中 和 来 毒 。ner 操纵 子 主要 存在 于 一 些 转 座 
子 元 件 之 中 ,同样 由 启动 子 .操纵 基因 .若干 结构 基因 和 调节 基因 组 成 。 以 存在 于 Tn501 
之 中 的 ner 操纵 子 为 例 ( 图 11 -18), 其 结构 基因 包括 zzerT aerP zerA 和 7rerD ,其 中 
merT 和 zerP 编码 跨 膜 转运 蛋白 ,mer4A 编码 未 离子 还 原 酶 ,将 Hg ”还 原 成 低 毒 . 易 挥 
发 的 Hg ,zzerD 编码 一 种 调节 蛋白 ;操纵 基因 位 于 启动 子 内 部 ,在 一 35 区 和 一 10 区 之 
间 ;调节 基因 为 merR ,编码 调节 蛋白 MerR。MerR 与 操纵 基因 结合 以 后 , 既 可 能 是 激活 
蛋白 ,也 可 能 是 阻 遏 蛋白 ,同时 还 是 抑制 自身 表达 的 阻 巡 蛋白 。 


_Wtle1T 


便 11-18 在 有 Hg+ 的 条 件 下 ,MerR 激活 抗 冬 基因 表达 的 机 制 


如 果 存 在 Hg ” ,单个 未 离子 与 MerR 的 结合 就 足以 激活 它 ,使 其 作为 激活 蛋白 强烈 
诱导 抗 示 离子 的 基因 表达 ;如 果 没 有 Hg ,MerR 就 作为 阻 如 蛋白 阻止 抗 于 离 子 基 因 的 
表达 。 与 结构 基因 共 转 录 的 zzerD, 其 产物 也 是 一 种 调节 和 蛋白 ,也 能 与 MerR 的 结合 位 点 
以 很 弱 的 亲和力 结合 ,下 调 mer 操纵 子 的 活性 。 

MerR 激活 抗 汞 基因 表达 的 机 制 非常 特别 , 它 作为 激活 蛋白 与 操纵 基因 结合 以 后 .能 
够 改变 启动 子 的 构象 ,对 启动 子 DNA 施加 别 构 效应 ,使 其 更 容易 被 RNAP 识别 、 结 合 。 
之 所 以 需要 通过 这 种 方式 激活 ,是 因为 mer 操 纵 子 的 启动 子 结构 比较 特别 :其 一 35 区 和 
一 10 区 之 间 的 间隔 序列 不 是 通常 的 (17 士 1) bp, 而 是 19 bp, 比 正常 的 间隔 序列 长 ,这样 
的 结构 使 得 RNAP 识别 的 两 个 元 件 ( 一 35 区 和 一 10 区 ) 错 误 地 位 于 DNA 双 螺 旋 的 两 边 
(图 11- 19) ,很 难 被 RNAP 识别 和 结合 。 即 便 被 RNAP 识别 .结合 ,也 不 能 形成 开放 的 
转录 起 始 复合 物 。 而 一 旦 MerR - Hg” 与 操纵 基因 结合 ,就 扭曲 一 35 区 和 一 10 区 之 间 
的 间隔 序列 ,使 一 35 区 和 一 10 区 处 于 合适 的 位 置 , 容 易 被 RNAP 能 够 识别 、 结 合 , 从 而 启 
动 zer 启 动 子 的 转录 。 
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17 bp 间隔 序列 
侠 11- 19 MerR - Hg+ 与 操纵 基因 结合 以 后 造成 的 DNA 扭曲 


二 、 转 录 终 止 水 平 上 的 调控 一 一 终止 与 抗 终止 


与 转录 的 起 始 相 比 ,转录 的 终止 具有 较 大 的 灵活 性 。 通 过 改变 基因 转录 的 终止 ,不 
仅 可 以 调节 一 个 终止 子 下游 的 基因 是 否 表 达 , 还 可 以 影响 到 一 种 转录 物 3 - UTR 的 结 
构 , 从 而 进一步 在 转录 后 水 平 对 基因 表达 实行 调控 。 

有 三 种 调节 转录 终止 的 手段 :一 是 弱化 (Cattenuation); 二 是 核 开 关 ; 三 是 抗 终止 。 

(一 ) 弱化 

此 手段 是 建立 在 原核 生物 的 转录 与 翻译 偶 联 的 基础 上 ,通过 调节 特殊 的 终止 子 活 性 
来 进行 的 。 

1. 大 肠 杆 菌 色 氢 酸 操纵 子 内 的 弱化 子 

1981 年 ,Charles Yanofsky 首先 在 大 肠 杆 菌 的 zz 操纵 子 中 发 现 了 弱化 现象 。 他 的 发 
现 基 于 两 个 独立 的 科学 事实 :(1) zz 操纵 子 不 会 因为 traR 基因 的 缺失 完全 失调 控 功 
能 。t 志 操纵 子 调控 的 “总 调幅 ? 约 为 700 倍 ( 开 / 关 ) ,但 trpR 基因 被 珊 除 的 突变 体 仍然 表 
现 10 倍 幅度 的 调控 (无 GTp/ 有 Tp);(2) 序列 测定 表明 ,z 操纵 子 在 结构 基因 的 5 一 端 含 
有 一 个 不 同 寻 常 的 OREF, 但 这 个 ORF 并 不 编码 与 Tp 合成 有 关 的 酶 , 却 有 两 个 连续 的 Tp 
密码 子 , 约 占 总 密码 子 数目 的 10 外 。 经 进一步 研究 发 现 ,此 ORF 可 能 编码 一 种 前 导 肽 (the 
leader peptide) 。 此 外 ,对 应 此 ORF 的 mRNA 含有 二 重 对 称 的 结构 ,能 形成 两 种 相互 排斥 
的 二 级 结构 。 其 中 有 一 种 二 级 结构 与 不 依赖 于 p 因子 的 转录 终止 子 结构 十 分 相似 。 

如 果 tm 操纵 子 是 控制 立 p 合成 有 关 酶 基因 表达 的 唯一 手段 ,就 不 难 设 想 , TPR 的 缺 
失 将 导致 zt 操纵 子 对 培养 基 中 加 入 的 p 不 再 敏感 ,因为 细胞 内 已 没有 感应 色 氨 酸 浓度 
变化 的 装置 。 然 而 ,事实 却 大 大 出 乎 人 们 的 意料 ,加 入 的 Tp 仍然 能 够 降低 trpPEDCBA 基 
因 的 表达 ,这 就 表明 了 细胞 内 一 定 还 有 其 他 调节 rpEDCBA 基因 表达 的 机 制 。 

进一步 的 研究 显示 ,第 二 种 调节 机 制 就 是 参与 弱化 的 弱化 子 (attenuator), 它 与 
tRNA( 特 别 是 色 氮 酰 - tRNAZ) 和 trpL 基因 有 关 。 

弱化 子 是 一 种 更 为 精细 的 调节 基因 表达 的 模式 , 它 建 立 在 翻译 和 转录 之 间 偶 联 的 基 
础 上 ,因此 为 原核 细胞 所 特有 。 弱 化 子 一 般 存 在 于 参与 生物 合成 的 操纵 子 之 中 ,与 操纵 
基因 一 起 ,共同 调节 参与 生物 合成 的 酶 的 基因 表达 。 
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大 肠 杆菌 的 色 氮 酸 弱 化 子 序 列 位 于 其 操纵 子 的 zt 之 中 。xrzl 位 于 操纵 基因 和 
zrpFE 之 间 , 其 内 部 含有 的 小 ORF 编码 一 个 由 14 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 前 导 肽 。 这 个 小 
ORF 含有 的 2 个 连续 的 色 氮 酸 密码 子 是 细胞 又 一 种 探测 内 部 色 氮 酸 水 平 高 低 的 装置 。 
色 氨 酸 若 供应 充足 , 那 就 很 容易 被 运载 到 tRNA 分 子 上 ,形成 色 氮 酰 - tRNA 了 ,前 导 肽 
的 翻译 就 不 成 问题 ;但 色 氨 酸 若 供应 不 足 , 色 氢 酰 - tRNA? 就 难以 形成 ,这 时 前 导 肽 的 翻 
译 就 会 停顿 在 色 氨 酸 密码 子 处 。 然 而 “前 导 肽 能 否 正常 翻译 ?又 如 何 转化 成 "基因 能 和 否 
继续 转录 "的 结果 呢 ? 

在 获得 好 思 . 全 序列 以 后 ,人 们 对 整个 区 域 可 能 形成 的 二 级 结构 进行 了 预测 。 结 
表明 (图 11 - 20) ,该 区 域 含 有 4 段 特 别 重要 的 碱 基 序列 ,按照 5 一 3 的 方向 依次 编号 为 


De 本 站 2 
CUGG 国生 | 


t2 有 的 起 
密码 子 密码 子 密码 子 始 密码 子 


上 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 -一 一) 
前 导 肽 的 开放 阅读 框架 0 O) O 


可 变 的 RNA 二 级 结构 : 


(1D) 色 氨 酸 供应 不 足 ， 核 
糖 体 停 留 在 前 导 肽 阅读 杠 
架 内 的 色 氨 酸 密码 子 处 


2 与 3 配对 ， 阻 止 3 与 4 
配对 ， 转 录 继 续 


(2) 色 氮 酸 供应 充足 ， 
核糖 体 越过 色 氨 酸 密码 
子 , 继续 翻译 


140 
4. 5 3 与 4 配对 ， 形 成 终止 子 ， 


“7 转录 提前 结束 UL 
人 避 130 


售 11-20 大 肠 杆菌 的 色 氨 酸 弱化 子 模 型 
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1.2.3 和 4, 这 4 段 序 列 有 2 种 配对 方式 ,一 种 是 1 与 2.3 与 4 之 间 配 对 , 另 一 种 是 2 与 3 
之 间 配 对 ,不 同 的 配对 就 形成 不 同性 质 的 苓 环 结构 。 如 果 是 3 与 4 配对 ,形成 的 小 茎 环 
结构 就 是 转录 的 终止 子 ; 如 果 是 2 与 3 配对 ,形成 的 大 葵 环 结构 就 不 是 终止 子 。 因 此 , 当 
将 前 导 链 mRNA 可 能 形成 的 二 级 结构 与 细胞 内 Trp 水 平 的 高 低 联 系 在 一 起 时 ,就 不 难 
理解 弱化 子 作 用 的 妙 处 了 。 

由 于 细菌 的 转录 和 翻译 是 偶 联 的 ,因此 :rzpL 一 旦 开始 转录 ,就 会 有 核糖 体 结合 上 
来 ,并 翻译 其 中 的 ORF。 如 果 细 胞 内 有 充足 的 色 氮 酸 ,翻译 就 会 一 直 持续 下 去 ,直至 遇 
到 终止 密码 子 。 前 导 肽 的 顺利 翻译 致使 2 和 3 之 间 不 能 配对 ,但 3 和 4 之 间 可 以 配对 而 
形成 终止 子 结构 。 终 止 子 结构 一 旦 出 现 ,trpEDCBA 基因 的 转录 提前 结束 ;相反 ,如 果 细 
胞 内 的 色 氨 酸 供应 不 足 , 核 糖 体 就 会 哲 停 在 ORF 内 色 氮 酸 密码 子 之 处 ,等 待 色 氨 酰 - 
tRNA 的 进入 。 前 导 肽 的 翻译 不 畅 致使 2 和 3 之 间 配 对 形成 大 的 葵 环 结构 ( 非 终 止 
子 ), 但 3 和 4 之 间 却 不 能 配对 ,由 于 没有 终止 子 ,zrpEDCBA 基因 可 继续 转录 下 去 。 

弱化 子 的 存在 ,使 得 “ 逃 过 ” 阻 遏 这 一 关 的 多 余 转 录 能 及 时 "“ 剩 车 ,这 对 操纵 子 的 阻 
过 效应 是 一 个 很 好 的 补充 。 据 估计 , 色 氮 酸 操 纵 子 的 阻 遏 可 实现 80 倍 的 调控 ,而 弱化 子 
可 将 调控 再 提高 6 一 8 倍 ,综合 起 来 调控 的 幅度 可 达 500 倍 。 

与 色 氮 酸 操纵 子 一 样 , 与 其 他 氨基 酸 生 物 合成 有 关 的 操纵 子 在 5 - 端 都 具有 类 似 的 
小 ORF ,编码 前 导 肽 ,而 在 每 一 个 小 ORF 的 内 部 ,总 会 有 几 个 连续 的 编码 相应 氨基 酸 的 
密码 子 。 这 说 明 它 们 也 有 类 似 的 弱化 调控 机 制 。 例 如 ,在 组 氨 酸 和 葵 丙 氨 酸 操纵 子 的 起 
始 区 ,分别 含有 多 个 His 或 多 个 Phe 的 前 导 肽 编码 序列 ( 表 11- 3) ,能 对 氨基 酸 的 合成 起 
更 精细 的 调节 作用 。 而 对 于 某 些 氨基 酸 的 操纵 子 来 说 ,因为 无 阻 遏 蛋白 ,弱化 子 便 成 为 
控制 它们 结构 基因 表达 的 唯一 手段 。 例 如 ,组 氨 酸 操纵 子 没有 阻 遇 蛋白 ,其 前 导 序列 中 
一 共有 7 个 连续 的 His 密码 子 , 这 大 大 提高 了 弱化 的 效率 。 


帮 村 = 3 其 他 氨基 酸 操纵 子 前 导 肽 的 氨基 酸 序列 


ET MRI 


Tr -MKRISTTITTTITITTGNGAG 
le- Val MTALLRVISLVVISVVVIIPPCGAALGRGKA 
Leu 人 
Phe MKHIPFFFAFFFTFP 
Ile- Val MTTSMLNAKLLPTAPSAAVVVVRVVVVVGNAP ， 


弱化 也 能 控制 其 他 合成 代谢 有 关 的 操纵 子 , 例 如 大 肠 杆 菌 的 B- 内 酰胺 酶 (B- 
lactamase) 。 此 酶 的 基因 表达 受到 细胞 生长 速率 调节 :细胞 生长 得 越 快 , 胞 内 B- 内 酰胺 
酶 浓度 就 越 高 。 

调节 B- 内 酰胺 酶 基因 表达 的 弱化 机 制 是 :在 快速 生长 的 大 肠 杆菌 细胞 里 ,含有 丰富 
的 核糖 体 ,这 导致 编码 前 导 序列 内 的 AUG( 单 下 划 线 上 的 ) 不 断 地 被 核糖 体 占据 并 尝试 
局 动 翻译 (图 11- 21) ,但 立即 终止 于 相 邻 的 UAA 终 止 密码 子 。 这 使 得 下 游 潜在 的 不 依 


思 


) 下放 Cn 二 、 
可 剖 全 而 窟 责 =e 


5'AUGGCCAAUGUAAAUCCGG GCCcGluuUgglGUACGGAACCAGACCTAUGUUC3 


图 11- 21 大 肠 杆菌 的 B- 内 酰胺 酶 的 弱化 子 结构 


果 将 大 肠 杆 菌 名 
氨 酸 操纵 子 前 导 了 驮 之 中 的 两 
个 色 和 灸 酸 密 码 子 后 面 的 精 气 
酸 密码 子 也 的 
码 子 .你 认为 这 将 使 弱化 子 
对 笃 气 酸 浓 度 变 化 的 敏感 说 
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全民 肌 


赖 于 p 因子 的 终止 子 结构 不 能 形成 ,于 是 B- 内 酰胺 酶 基因 得 以 表达 ;相反 ,在 生长 速率 
低下 的 大 肠 杆菌 细胞 里 ,核糖 体 数目 受 限 ,核糖 体 与 上 述 AUG 结合 的 可 能 性 极 低 , 于 是 
前 导 序 列 中 的 终止 子 结构 能 够 形成 ,这 必然 导致 转录 提前 结束 ,而 得 不 到 B- 内 酰胺 酶 的 
mRNA。 

(二 ) 核 开 关 

每 一 个 细胞 必须 对 其 内 外 环境 的 变化 迅速 做 出 反应 ,从 而 改变 一 系列 基因 的 表达 。 
然而 ,在 细胞 对 内 外 环境 变化 做 出 任何 反应 之 前 ,都 需要 存在 一 种 机 制 来 检测 发 生 的 变 
化 。 在 操纵 子 那里 ,我 们 已 经 看 到 阻 过 蛋白 或 激活 蛋白 具有 这 样 的 功能 ,如 乳 精 操纵 子 
的 阻 遏 蛋白 能 够 监测 到 细胞 内 乳糖 水 平 的 变化 ,CAP 能 够 监测 到 细胞 内 cAMP 浓度 的 
变化 。 那 么 ,细胞 内 还 有 没有 其 他 非 蛋 白质 类 的 探测 装置 呢 ? 

在 20 世纪 80 年 代 核 酶 被 发 现 以 后 ,科学 家 认为 :生命 进化 过 程 中 在 DNA 或 蛋白 质 
出 现 之 前 ,有 一 个 RNA 世界 ! 到 了 90 年 代 后 期 ,耶鲁 大 学 的 Ronald Breaker 设想 ,如果 
确实 有 过 RNA 世界 , 那 过 去 就 一 定 存在 过 RNA 开关 用 于 检测 代谢 状态 ,以 便 在 瞬间 打 
开 和 关闭 某 些 代谢 过 程 。 而 且 , 在 现在 的 活 细胞 内 很 可 能 还 残留 有 天 然 的 核 开 关 。 随 
后 ,他 在 体外 作 了 一 些 实验 ,结果 很 容易 地 得 到 了 几 种 人 造 的 核 开 关 。 

在 2000 年 夏天 的 实验 室 一 次 晨 会 上 ,Breaker 中 途 停止 了 会 议 , 对 自己 的 学 生 说 , 既 
然 在 试管 里 很 容易 制造 出 核 开关 ,而 且 运 作 得 很 好 ,它们 一 定 也 存在 于 现代 的 细胞 里 。 
于 是 ,他 和 他 的 弟子 打 了 两 个 赌 ,第 一 个 赌 是 现代 细胞 里 车 有 核 开 关 , 它 们 就 一 定位 于 
mRNA, 因 为 mRNA 是 蛋白 质 合成 的 模板 ;第 二 个 赌 是 生物 学 家 一 定 曾 经 遇 到 过 核 开 
关 , 只 是 没有 意识 到 ,因为 每 一 个 人 都 期 待 感应 代谢 物 水 平 变化 的 因子 应 该 是 蛋白 质 。 
假如 一 个 研究 小 组 发 现 一 个 基因 的 表达 受 代 谢 物 X 控制 ,代谢 物 X 含量 升 高 ,基因 就 会 
关闭 ,但 是 ,研究 者 却 苦 于 找 不 到 那 种 结合 X 并 关闭 基因 表达 的 蛋白 质 。 

就 在 那 次 会 议 的 第 二 天 ,他 的 一 个 博士 后 在 图 书馆 里 ,好 不 容易 翻阅 到 一 篇 有 关 维 
生 素 B2 生物 感应 器 的 论文 ,似乎 那 想 象 中 的 、 神 秘 的 .没有 找到 的 感应 器 蛋白 事实 上 就 
是 一 种 核 开 关 。 随 后 ,Breaker 的 研究 小 组 进行 了 大 量 的 实验 ,证 明子 大 肠 杆菌 细胞 内 存 
在 维生素 Bi; 的 核 开 关 , 并 且 发 现 这 个 核 开 关 在 结合 B* 以 后 会 改变 形状 ,而 且 与 Bz 结 合 
也 是 高 度 特 异性 的 ,即便 是 它 的 类 似 物 存 在 也 不 会 引起 类 似 的 反应 。 

自 2000 年 以 来 ,在 许多 细菌 和 某 些 真 核 生 物 ( 如 真菌 和 拟 南 芥 ) 中 ,已 发 现 一 些 特殊 
的 双 功 能 mRNA 具有 类 似 的 功能 ,这 些 特 别 的 mRNA 在 非 编 码 区 含有 特定 代谢 物 或 者 
金属 离子 (如 Mg” ) 的 特异 性 结合 位 点 ,这 些 特异 性 的 结合 位 点 有 时 被 称 为 适 体 
(aptamer) 。 在 这 里 , 适 体 充当 一 种 基因 表达 的 开关 ,代谢 物 与 其 结合 可 改变 mRNA 的 
构象 ,结果 要 么 提高 转录 的 终止 效率 ,要 么 降低 翻译 的 效率 ,要 么 影响 到 mRNA 后 加 工 
的 样式 ,从 而 改变 一 个 基因 的 表达 。 核 开关 (riboswitch) 或 RNA 开关 (RNA switch) 就 是 
指 这 一 类 特殊 的 mRNA。 

以 枯草 杆菌 胞 内 参与 硫 胺 素 合 成 和 运输 的 蛋白 质 为 例 ( 图 11- 22), 其 mRNA 在 5 - 
UTR 含有 一 段 高 度 保守 的 Thi 盒 (Thi box) 元 件 ,该 元 件 是 TPP 的 结合 位 点 。 如 果 胞 内 
的 TPP 水 平 较 高 ,TPP 就 与 Thi 盒 结 合 , 诱 使 mRNA 提前 形成 终止 子 结构 ,从 而 迫使 转 
录 提 前 结束 ;反之 ,如 果 胞 内 的 TPP 不 足 , 就 没有 TPP 与 Thi 盒 结 合 , 这 时 mRNA 形成 
的 是 抗 终止 子 结构 ,转录 会 继续 进行 。 

核 开 关 能 直接 检测 到 细胞 内 一 些 重 要 的 小 分 子 代 谢 物 的 水 平 , 并 根据 细胞 的 生理 需 
要 ,打开 或 关闭 相关 基因 的 表达 。 氨 今 为 止 , 发 现 的 所 有 核 开 关 都 使 用 高 度 特 异性 的 适 
体 结构 ,来 作为 特定 目标 分 子 的 感应 器 。 一 且 目 标 分 子 结合 ,mRNA 在 5- UTR 的 二 
级 、 三 级 结构 就 会 发 生变 化 ,从 而 通过 影响 转录 终止 .翻译 起 始 或 mRNA 后 加 工 来 改变 
基因 的 表达 。 现 代 细胞 仍然 存在 核 开 关 这 个 事实 表明 ,RNA 也 能 形成 可 与 蛋白 质 相 媲 
美的 复杂 结构 。 而 且 , 核 开关 省 去 了 使 用 调节 蛋白 来 调节 基因 表达 ,因此 更 为 经 济 。 
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(1) TPP 结 合 ， 转 录 终 止 (2) 无 TPP 结 合 ， 转 录 开 放 
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侠 11-22 枯草 杆菌 控制 TPP 合成 和 运输 的 核 开关 的 结构 及 其 作用 机 制 


(三 ) 抗 终止 作用 

这 种 手段 可 通过 特殊 的 抗 终止 蛋白 修饰 RNAP, 使 之 忽略 终止 子 结构 ,从 而 导致 转 
录 发 生 “ 通 读 ”", 例 人 入 只 菌 体 表达 的 N 蛋白 和 Q 蛋白 ( 见 本 章 第 六 节 有 关 和 鸣 菌 体 基因 
表达 有 关 的 内 容 )。 此 外 ,在 某 些 细菌 细胞 内 ,还 可 以 利用 一 种 特殊 的 蛋白 质 来 阻止 不 依 
赖 Rho 因子 的 终止 子 结构 的 形成 ,从 而 产生 抗 终止 作用 。 以 大 肠 杆菌 为 例 ,其 Bg: 操纵 
子 编 码 的 蛋白 质 都 与 B- 葡 糖苷 的 吸收 和 代谢 有 关 。 该 操纵 子 受 到 B- 葡 糖苷 的 诱导 ,并 
受到 BglG 蛋白 的 正 调控 。BglG 是 作为 一 种 抗 终止 蛋白 起 作用 的 ,其 作用 的 机 制 是 与 
RNA 转录 物 上 一 段 特 殊 的 序列 结合 ,阻止 终止 子 结构 的 形成 (图 11- 23) 。 


(1) 终止 
中 RNA 聚 合 酶 be 
ES 
N 尖 全 
终止 子 
磷酸 化 的 BeglG 不 、 
能 与 转录 物 结合 @) 形成 
(2) 抗 终止 
RNA 聚 合 酶 0 
EXE 
去 磷酸 化 的 BglG 二 
二 聚 体 与 转录 物 结 一 了 聚合 酶 
合 , 稳定 抗 终止 子 继续 转录 


侠 11-23 BglG 蛋白 的 抗 终止 作用 


BglG 有 磷酸 化 和 去 磷酸 化 两 种 形式 ,但 只 有 磷酸 化 形式 才 具 有 抗 终止 作用 。BglG 
的 磷酸 化 由 膜 上 的 BgIF 决定 。 在 有 -葡萄 糖苷 的 时 候 ,BgIF 通过 二 元 基因 表达 调控 系 
统 ( 见 后 ) 激 活 BglG, 使 其 磷酸 化 。 在 诱导 物 B- 葡 萄 糖苷 的 作用 下 ,磷酸 化 的 BglG 形成 
二 聚 体 , 并 与 0&! 操纵 子 的 RNA 转录 物 上 一 段 特 殊 的 序列 结合 ,稳定 抗 终止 子 结构 , 同 
时 阻止 终止 子 形成 ,从 而 使 转录 得 以 继续 下 去 。 


.第 四 节 _ 在 翻译 水 乎 上 的 调控 


翻译 水 平 的 调控 手段 主要 有 : 反 义 RNA(Cantisense RNA) 、 核 开关 自体 调控 .mRNA 
的 降解 和 mRNA 的 二 级 结构 , 现 分 别 加 以 介绍 。 


原核 生物 的 基因 表达 调控 
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一 \ 反 义 RNA 


反 义 RNA 是 指 与 特定 目标 RNA 分 子 (通常 是 mRNA) 因 存在 互补 序列 而 发 生 配 
对 ,从 而 调节 目标 RNA 功能 的 RNA 分 子 。 

反 义 RNA 可 参与 DNA 复制 和 基因 转录 的 调控 ,而 对 基因 表达 的 调控 主要 在 翻译 
水 平 , 少 数 在 转录 水 平 。 反 义 RNA 可 能 起 负 调 控 , 也 可 能 起 正 调控 的 作用 。 

(一 ) 反 义 RNA 的 负 调 控 作 用 

1. micF -RNA 

起 负 调 控 作 用 的 反 义 RNA 中 最 典型 的 代表 是 micF - RNA, 它 由 ?zazcF 基因 编码 ,是 
大 肠 杆 菌 OmpFE -mRNA 的 反 义 RNA, 由 Mizuno 工 .在 1983 年 发 现 。 

OmpC 和 OmpF 属于 孔 蛋 白 , 位 于 大 肠 杆菌 外 膜 上 ,与 细胞 的 渗透 压 调节 有 关 ,分别 
由 分 属 不 同 操纵 子 的 omzpC 和 opF 基因 编码 。 这 两 种 孔 蛋 白 在 外 膜 上 形 忒 的 小 孔 构 
成 了 溶质 进入 细胞 的 通道 ,但 OmpF 形成 的 孔道 要 大 于 由 OmpC 形成 的 孔道 。 

当 环境 中 的 渗透 压 变化 时 ,位 于 内 膜 上 的 EnvZ 蛋白 能 够 监测 到 所 发 生 的 变化 ,并 通 
过 OmpR 蛋白 调节 OmpC 和 .OmpF 的 翻译 ,使 得 大 肠 杆菌 能 够 适应 环境 中 的 渗透 “冲击 ”。 

OmpR 是 一 种 调节 蛋白, 它 有 磷酸 化 和 去 磷酸 化 两 种 形式 ,但 只 有 磷酸 化 的 形式 
COmpR- P) 才 能 与 调节 位 点 结合 。OmpR -了 能 激活 或 阻 遏 一 个 基因 的 表达 ,具体 情况 
与 它 的 结合 位 点 与 启动 子 的 相对 位 置 有 关 ( 图 11 - 24)。ozzpF 基因 是 被 激活 还 是 被 阻 
遏 , 分 别 受 其 启动 子 上 游 的 高 亲 和 位 点 和 低 亲 和 位 点 控制 ,而 orz 加 C 基因 和 zizcF 基因 的 
激活 由 其 低 亲 和 位 点 控制 。 在 高 渗 的 环境 中 ,EnvZ 的 1 个 His 残 基 上 自我 磷酸 化 ,随后 ， 


(D) 渗透 压 | (2) 渗透 压 | 
OmpR-P OmpR-P 
| 一 悍 | 国 . 国 。 
OmpR_P 与 高 亲 和 
位 点 结合 ， 激 活 


OpDF 基 因 转录 。 
二 


点 ， 激活 OmipC 和 maicF 
转录 ， 阻 过 Ompz 转 录 。 
DC 


售 11- 24 渗透 压 变化 改变 OmpF 和 OmpC 表达 的 机 理 


446 


第 十 一 章 


它 将 磷酸 基 团 转移 给 OmpR 的 1 个 Asp 残 基 上 ,致使 胞 内 OmpR -了 的 水 平 提高 ,这 时 
低 亲 和 位 点 和 高 亲 和 位 点 都 能 结合 到 OmpR - P, 而 最 终 导 致 OmpC 表达 增加 和 OmpF 
表达 降低 。 

为 了 进一步 阻止 OmpF 的 合成 ,有 一 种 叫 micF - RNA 的 反 义 RNA 与 OmpCc 同时 
转录 。 巧 合 的 是 ,micF -RNA 与 OmpF - mRNA 的 5 - 端 有 部 分 序列 是 互补 的 ,因此 可 
以 配对 形成 双 链 ,从 而 阻 断 OmpF 的 翻译 (图 11 - 25); 在 低 渗 环 境 中 ,去 磷酸 化 的 Ce 
水 平 提高 ,而 OmpR -了 水 平 降低 , 低 水 平 的 OmpR -了 只 能 与 其 高 亲 和 位 点 结合 ,这 
终 导致 了 OmpF 表达 被 激活 ,OmpC 表达 则 受阻 。 


micF RNA 


3 sy zy 


了 


ompE mRNA Q/ 


翻译 
起 始 区 


图 | 11-2sS micF-RNA 与 ompF mRNA 之 间 的 碱 基 配对 


、RNA 的 负 调 控 
ne 一 些小 RNA, 它 们 也 含有 与 目标 mRNA 互补 的 序 
列 , 但 是 当 它 们 与 目标 mRNA 互补 配对 以 后 ,可 将 一 种 叫 宿主 因子 qd 蛋白 (host factor q 


protein, Htg) 招 募 过 来 ,促进 互补 序列 的 杂交 配对 以 及 与 核糖 核酸 酶 下 的 作用 。 核 糖 核 
酸 酶 下 随后 可 将 目标 mRNA 降解 。 


(二 ) 反 义 RNA 的 正 调控 作用 

DrsA 是 在 大 肠 杆菌 中 发 现 的 又 一 种 反 义 RNA, 它 既 可 以 和 hs- mRNA 互补 配对 ， 
又 可 以 和 rpoS - mRNA 互补 配对 ,但 对 这 两 种 mRNA 翻译 的 影响 正好 相反 ,前 一 种 配 
对 掩盖 了 jzzs- mRNA 在 5 -端的 RBS, 而 导致 翻译 受阻 ,后 一 种 配对 则 暴露 出 rzoS - 
mRNA 上 的 11-26)。 


j/ 一 DsrA 
C( 外 AS 
人 汉 
1 4 
S、 “人 宁 RBS ) 抑制 之 
hns mRNA RBS 被 掩盖 
(1) 
才 \_DsrA 
V 
RBS 激活 
TpoS mRNA 
RBS 被 暴露 
(2) 
便 11-26 反 义 RNA 的 负 调 控 和 正 调控 作用 
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二 、 核 开关 


除了 可 以 在 转录 水 平 , 核 开关 还 可 以 在 翻译 水 平 上 控制 一 个 基因 的 表达 。 以 粪 肠 球 
菌 (Exzaterococcaus aecalis) 体 内 控制 SAM 合成 的 核 开 关 为 例 , 催 化 SAM 合成 的 酶 在 
mRNA 的 5-UTR 中 ,除了 含有 SD 序列 以 外 ,还 有 一 段 反 SD 序列 。 

如 果 细 胞 内 的 SAM 不 足 , 就 不 会 有 SAM 的 结合 ,这 时 SD 序列 不 会 与 反 SD 序列 配 
对 ,因此 催化 SAM 合成 的 酶 照常 进行 翻译 ;相反 ,如 果 细 胞 内 的 SAM 足够 ,就 会 SAM 
结合 ,这 时 mRNA 的 构象 受到 诱导 而 发 生变 化 ,SD 序列 与 反 SD 序列 会 发 生 配 对 ,因此 
将 无 法 被 核糖 体 识别 而 导致 翻译 无 法 启动 (图 11- 27)。 


IGAAA | 人 4 | 
1 GC | GE 人) 
1C 一 G IC 一 G : 
Ge-C | 2 
\G 一 CC， 对 爷 
人 ， 
AR 区 
攻 U 人 呈 
包 四 ss. 和 
反 SD 序 列 “0 全 一 虽 和 下 
站 一 U 妆 | 仁 5 
一 估 了 2 GQGAA 
AU 人 反 SD 序 列 GRASSA 
U”A 6| SD 序 列 人 8 
5/_ 移 一 C G 厂 : SD 序 列 
要 
AAA" CRea 的 3 
有 
翻 详 不 能 翻译 


图 11-27 并 肠 球菌 控制 SAM 合成 的 核 开 关 的 结构 及 其 作用 机 制 


再 以 枯草 杆菌 体内 控制 基因 gsS 翻译 的 核 开 关 为 例 , 该 基因 编码 6 -磷酸 葡 糖 胺 
(glucosamine 6 - phosphate,GlcN6P) 合 成 酶 。 此 开关 位 于 GlImS-mRNA 的 5--UTR, 具 
有 潜在 的 核 酶 活性 , 受 激活 以 后 能 催化 5 - UTR 在 特定 的 位 置 发 生 剪 切 。 而 一 旦 GlmS - 
mRNA 在 5- UTR 发 生前 切 ,新 暴露 出 来 的 5- OH 让 GlmS - mRNA 很 容易 受到 胞 内 
5 外 切 酶 的 快速 降解 。 如 果 GlcN6P 在 细胞 内 的 水 平 较 高 ,就 可 以 与 核 开 关 结合 ,并 激 
活 核 开 关 的 核 酶 活性 ,从 而 导致 GImS - mRNA 很 快 发 生 水 解 , 于 是 glxzsS 的 翻译 受阻 ; 
如 果 GlcN6P 在 细胞 内 的 水 平 较 低 ,就 很 难 与 核 开 关 结合 ,这 时 GlmS - mRNA 可 以 正常 
作为 模板 进行 翻译 (图 11 - 28) 。 


三 自体 调控 (autogenous control) 


自体 调控 是 指 一 个 基因 产物 对 自身 表达 产生 激活 或 抑制 的 现象 ,这 实际 上 是 一 种 在 
基因 表达 水 平 上 的 反馈 。 它 既 可 以 在 转录 水 平 上 ,如 阿拉 伯 糖 操纵 子 的 AracC 抑制 自身 的 
转录 ,也 可 以 在 翻译 水 平 上 进行 。 这 里 以 核糖 体 蛋白 的 自体 调控 为 例 , 只 介绍 后 一 种 情形 。 

核糖 体 蛋白 的 基因 组 织 成 多 个 操纵 子 , 大 多 数 操纵 子 含 有 组 成 大 .小 亚 基 的 核糖 体 
蛋白 的 基因 , 某 些 与 转录 和 翻译 有 关 的 蛋白 质 基 因 也 夹 在 其 中 ,如 RNAP 的 B 和 有 亚 基 
以 及 参与 翻译 延伸 的 EF-Tu 和 EF-G( 图 11-29)。 在 每 一 个 与 核 灶 体 蛋白 有 关 的 操 
纵 子 上 ,都 有 一 个 基因 兼 做 调节 基因 ,其 蛋白 质 产物 能 够 与 自身 mRNA 5 - 端 结合 ,从 而 
抑制 自身 的 翻译 。 
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核 开 关 的 核 酶 活性 


2 


信 11- 28 枯草 杆菌 具有 潜在 核 酶 活性 的 核 开 关 


届 ,| 午 
LI 拓 从 了 人 ETEEDID) 
启动 子 
LI0 LT B' 
B 操纵 子 


S12 S7 “BEE-G EF=-T5 
str 操纵 子 


核糖 体 蛋 白 与 rRNA 同属 构成 核糖 体 的 组 分 ,协调 两 者 的 合成 十 分 重要 。 合 成 过 多 
的 核糖 体 蛋 白质 或 者 过 多 的 rRNA 对 于 细胞 来 说 都 是 一 种 浪费 ,而 通过 自体 调控 可 以 很 
好 地 保证 核糖 体 蛋白 与 rRNA 之 间 量 的 平衡 。 

以 s15 操纵 子 为 例 (图 11-30), 它 含有 2 个 结构 基因 ,一 是 编码 核糖 体 蛋 白 的 s15 基 
因 , 二 是 编码 多 聚 核 昔 酸 磷酸 化 酶 的 加 迪 基 因 。 与 其 他 核糖 体 蛋 白 一 样 ,S15 在 翻译 以 
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后 就 与 TRNA 组 装 成 核糖 体 。 但 如 果 S15 量 315 多 
多 于 16S zRNA, 就 会 与 自己 的 mRNA 5- 端 “1 损人 了 了 一 国 国 国 玫 一 
结合 ,抑制 自身 的 翻译 ,这 样 就 可 以 让 它 的 合 SI5mRNA 
成 与 5RNA 的 合成 协调 同步。 ee 

然而 ,一 种 核糖 体 蛋 白 如 何 既 能 作为 核 一 [下 
柱 体 的 组 分 ,又 能 作为 自身 翻译 的 调节 物 ? | 国 
若 将 与 这 种 核 烽 体 蛋白 结合 的 rRNA 的 结构 CD 黑 


与 它 的 mRNA 结构 进行 比较 ,也 许 能 找到 答 S15 PNP 
案 : 对 于 S8 来 说 ,其 mRNA 在 RBS 周围 的 二 
级 结构 与 和 它 结合 的 16S rRNA 的 结构 十 分 


相似 。 这 种 相似 为 S8 还 能 与 自身 的 mRNA 0 
结合 提供 了 结构 基础 (图 11 - 31) 。 . 人 ) 


不 难 想象 ,如 果 S8 与 它 自身 的 mRNA 
在 RBS 周围 结合 ,必然 导致 自身 翻译 的 受 16SRNA 
阻 。 但 是 ,细胞 又 如 何 能 保证 S8 与 RNA 的 ”个 11- 3 核糖 体 蛋 据 (S151 的 自 人 
正常 结合 不 会 受到 影响 呢 ? 原来 S8 与 其 
mRNA 结合 的 亲和力 不 及 与 IRNA 的 亲和力 ,也 就 是 它 与 TRNA 优先 结合 ,因此 ,只 有 
在 S8 的 量 过 剩 的 时 候 ,S8 才 有 机 会 与 它 的 mRNA 结合 , 阻 断 自身 的 翻译 。 


(1) S8 与 16S rRNA 
的 结合 位 点 


过 (2) S8-mRNA 在 翻译 
起 始 位 点 的 结构 


人 


西西 本 而 证 和 篇 妆 本 权 | 


| 


侠 11-31 SS-mRNA 的 结构 与 16S rRNA 结构 的 比较 


由 此 可 见 ,核糖 体 蛋白 自体 调控 模式 可 以 实现 两 个 目标 :首先 ,核糖 体 蛋白 的 水 平 受 
细胞 生长 条 件 影响 ,通过 对 RNA 水 平 的 控制 ,细胞 可 以 实现 对 核糖 体 所 有 成 分 合成 的 控 
制 。 其 次 ,由 这 些 操纵 子 编码 的 其 他 蛋白 质 有 自己 的 SD 序列, 因此 不 受 核糖 体 蛋 白 的 影响 。 


四 .mRNA 的 降解 
原核 生物 的 mRNA 因为 缺乏 帽子 和 尾巴 结构 的 保护 , 半 训 期 比 真 核 生 物 由 核 基 因 
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组 编码 的 mRNA 一 般 要 短 , 且 对 于 某 一 种 原核 生物 来 说 ,其 胞 内 不 同 的 mRNA 的 半 衰 
期 又 不 尽 相 同 , 即 使 同一 种 mRNA 在 不 同 的 条 件 下 , 半 训 期 也 可 以 发 生变 化 。 显 然 ,一 
种 mRNA 越 难 降解 , 即 半 训 期 越 长 ,被 表达 的 机 会 就 越 多 。 于 是 ,mRNA 的 半衰期 , 即 
mRNA 降解 的 过 程 也 可 以 成 为 控制 基因 表达 的 手段 。 
影响 到 细菌 mRNA 半衰期 的 主要 因素 包括 其 5 - 端 或 3 -端的 结构 ,以 及 内 部 可 能 
二 级 结构 。 已 有 研究 表明 ,一 个 mRNA 分 子 如 果 5 - 端 竺 掉 两 个 磷酸 基 团 , 即 只 有 一 
个 磷酸 基 团 的 话 ,就 更 容易 被 核糖 核酸 酶 下 识别 和 切割 。 催 化 5 - 端 失去 两 个 磷酸 基 团 
的 酶 是 一 种 焦 磷 酸 水 解 酶 (pyrophosphohydrolase) 。 已 发 现 , 若 5 - 端 核 昔 酸 隐藏 在 一 
发 夹 结构 之 中 ,就 可 以 有 效 阻 止 焦 磷 酸 水 解 酶 的 作用 ,从 而 有 助 于 mRNA 的 稳定 。 至 于 
3 -端的 结构 主要 与 多 聚 A 尾巴 有 关 。 已 发 现 ,许多 细菌 mRNA 也 可 以 通过 后 加 工 带 上 
多 聚 A 尾巴 ,但 与 真 核 mRNA 的 尾巴 不 同 ,细菌 mRNA 的 尾巴 可 促进 降解 体 
(degradosome) 对 mRNA 的 降解 。 降 解体 是 细菌 体内 存在 的 一 种 与 膜 结合 的 专门 降解 
RNA 的 超 分 子 复合 体 , 其 主要 成 分 包括 :核糖 核酸 酶 下 .多 聚 核 苷 酸 磷酸 化 酶 (PNP)、 
RhlB RNA 解 链 酶 和 一 种 采 自 糖 酵 解 的 烯 醇化 酶 (enolase) 。 如 图 11 - 32 所 示 , 有 一 个 在 
3 - 端 和 内 部 各 有 一 个 发 夹 结构 的 mRNA 分 子 , 被 核糖 核酸 酶 正切 成 两 个 片段 ,5 -片段 
的 3 - 端 序列 以 单 链 结 构 存 在 ,很 容易 在 PNP 或 其 他 3 -外 切 酶 的 催化 下 发 生 降 解 , 但 很 
快 遇 到 原来 位 于 内 部 的 发 夹 结构 ,至 于 3 -片段 在 3 - 端 一 开始 就 是 发 夹 结构 。 发 夹 结构 
的 存在 或 出 现 会 阻止 mRNA 的 进一步 水 解 ,这 时 多 聚 人 聚合 酶 在 发 夹 结构 的 3 - 端 添 加 多 
聚 A 尾 巴 。 这 里 尾巴 的 功能 是 重新 激活 PNP 从 3- 端 降解 mRNA, 直 至 发 夹 结构 也 被 


降解 。 
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本 机 
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侠 11-32 细菌 降解 体 对 mRNA 的 降解 


因此 ,mRNA 内 部 的 二 级 结构 能 影响 到 一 种 mRNA 对 各 种 核酸 酶 作用 的 敏感 性 ,从 
而 影响 到 基因 的 表达 。 

在 大 肠 杆 菌 许 多 mRNA 分 子 中 ,有 一 种 高 度 保守 的 反 向 重复 顺序 (及 ) ,对 mRNA 
的 稳定 性 起 着 重要 的 作用 。 在 大 肠 杆菌 中 ,这 种 耻 大 约 有 500 一 1 000 拷贝 ,它们 有 的 位 
于 3- UTR, 有 的 在 基因 问 的 间隔 区 。 蕉 的 存在 利于 形成 蕉 环 结构 ,可 以 防止 3 -外 切 酶 


451 


GT 一 些 来 自 哮 热 古 菌 
的 蛋白 质 基 因 在 大 肠 杆 菌 体 
内 表达 效率 很 低 , 对 此 你 如 
何 解释 ? 
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的 降解 作用 ,从 而 增加 mRNA 上 游 部 分 的 半 训 期 ,但 对 下 游 部 分 影响 不 大 。 因 此 在 多 顺 
反 子 的 操纵 子 中 ,基因 间 的 蕉 可 以 特异 性 地 使 某 些 基因 上 游 的 mRNA 得 到 保护 。 例 
如 ,在 大 肠 杆 菌 的 麦芽 糖 操 纵 子 中 ,za/ 刁 和 naAF 基因 之 间 存 在 2 个 了 蕉 序列 。zzacz 开 和 
maaj 下 虽然 同 在 一 个 操纵 子 中 ,而 且 紧 密 连 锁 , 但 zza 刁 的 产物 要 比 7nza/ 瑟 的 产物 的 含量 
高 20~40 倍 。 究 其 原因 , 那 是 因为 在 zxa 尼 3 - 端 有 2 个 了 及 存在 ,可 以 形成 葵 环 保护 其 
不 被 外 切 酶 所 降解 ,造成 yaadG 和 ?na 的 mRNA 区 域 不 如 ma 的 区 域 稳定 。 


上 低 铁 RhyBRNA_ 
sodB mRNA = Im CA) 


mRNA 降解 一 一 一 
侠 11-33 sodB - mRNA 稳定 性 与 基因 表达 的 调控 


再 如 ,RyhB - RNA 是 大 肠 杆菌 的 一 种 小 RNA, 仅 在 铁 饥 饿 时 表达 。 若 铁 供应 不 足 ， 
这 种 RNA 便 与 胞 内 六 种 铁 储存 蛋白 的 mRNA 配对 结合 ,包括 含 铁 的 超 氧化 物 歧 化 酶 
(SOD) 的 mRNA(sodB - mRNA) ,形成 双 链 区 域 , 致 使 被 结合 的 mRNA 更 容易 被 核糖 核 
酸 酶 下 水 解 ( 图 11 - 33); 但 在 高 铁 的 时 候 ,RyhB - RNA 的 表达 受阻 , 铁 储 存 和 蛋白 的 
mRNA 稳定 性 提高 ,翻译 效率 因此 提升 。 


五 .mRNA 的 二 级 结构 与 基因 表达 的 调控 


mRNA 的 二 级 结构 既 可 影响 到 它们 的 稳定 性 ,还 可 影响 到 RBS 的 可 得 性 ,从 而 影响 
到 它们 的 翻译 。 反 义 RNA 的 作用 已 显示 了 RBS 对 mRNA 翻译 的 重要 性 ,下 面 再 以 单 
核 细 胞 增生 性 李斯 特 菌 (Listeria zzozocyiogenes ) 为 例 ,进一步 说 明 mRNA 二 级 结构 的 变 
化 是 如 何 影响 RBS 的 可 得 性 ,进而 调节 翻译 的 。 


50S 
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加 11-34 温度 对 李斯 特 菌 PrfA 蛋白 的 表达 调控 


单 核 细 胞 增生 性 李斯 特 菌 是 一 种 可 导致 食物 中 毒 的 人 类 病原 菌 , 其 毒性 基因 只 有 在 
菌 体 进 入 宿主 体内 后 才 会 表达 ,而 控制 毒性 基因 表达 的 源头 在 于 温度 。PrfA 是 一 种 激 
活 蛋 白 , 负 责 激活 与 毒性 有 关 的 基因 表达 。 有 趣 的 是 ,PrA 在 37 已 能 表达 ,在 30 忆 则 不 
表达 ,可 是 它 的 转录 在 两 种 温度 下 都 能 进行 ,看 来 控制 的 位 点 只 能 是 在 翻译 水 平 上 了 。 
究 其 原因 ,原来 是 在 30 辫 或 更 低 的 温度 下 ,PrA- mRNA 上 的 SD 序列 与 其 他 区 域 配对 
形成 链 内 双 链 ,致使 RBS 被 掩盖 ,翻译 因此 受到 抑制 ;而 在 37 C 下 ,配对 区 域 热 变性 ,SD 
序列 暴露 ,核糖 体 可 以 与 之 结合 ,翻译 便 可 以 进行 了 (图 11 - 34) 。 
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Box 11-2 RNA 温 度 计 


对 于 许多 细菌 而 言 ,温度 是 其 判断 是 否 已 进入 冰 椎 动物 宿主 体内 一 种 比较 可 靠 的 
信号 。 很 多 病原 菌 可 以 探测 到 温度 的 上 升 (37 CD) ,然后 打开 适合 其 在 宿主 体内 生存 和 
生长 的 毒性 和 代谢 基因 ,例如 痢疾 志 贺 氏 菌 (Shigella dyserxteriae)。 细 菌 用 来 探测 温度 
的 装置 在 本 质 上 是 存在 于 某 些 mRNA 分 子 上 特殊 的 二 级 结构 ,这 种 二 级 结构 能 否 稳 定 
存在 受到 环境 温度 的 影响 ,可 将 其 形象 地 称 为 "RNA 温度 计 ”(RNA thermometer) 。 


SD 序 列 


-> 一 :一 > 一 日 一 0 


一 一 A 一 0 一 3 


个 11-35 .40 RNA 温 度 计 的 结构 


澜 疾 志 贺 氏 菌 是 致死 性 滴 疾 的 罪魁 福 首 ,每 年 可 导致 世界 范围 内 上 百 万 人 死亡 。 
这 类 病原 菌 外 膜 上 有 一 种 叫 ShuA 的 蛋白 质 , 它 是 血红 素 受 体 蛋 白 。 这 种 蛋白 质 可 帮 
助 痢疾 志 肝 氏 菌 从 宿主 体内 获得 血红 素 , 然 后 再 从 血红 素 中 获取 铁 。 没 有 铁 元 素 , 病 
疾 志 贺 氏 菌 是 无 法 生存 的 。 

然而 ,ShuA 蛋白 的 mRNA 只 有 在 独 疾 志 廊 氏 菌 进入 人 体 以 后 才 会 翻译 ,而 在 
25 CC 下 ,其 翻译 则 受到 抑制 。 究 其 原因 ,就 是 因为 ShuA 蛋白- mRNA 分 子 上 含有 一 
种 ^RNA 温度 计 ”。 这 种 温度 计 属于 4URNA 温度 计 (FoiirU RNA thermometer)( 图 
11=-35), 其 本 质 是 一 个 茎 环 结 枸 , 在 此 茎 环 结构 的 茎 内 有 4 个 连续 的 可 刚好 与 SD 序 
列 配对 。 在 温度 低 的 时 候 , 莽 结构 十 分 稳定 ,SD 序列 因此 受到 屏蔽 ,从 而 导致 ShuA 
蛋白 - mRNA 因 起 始 密码 子 无 法 识别 而 翻译 不 了 ;然而 一 旦 温度 上 升 到 37 C, 茎 将 发 
生 熔 化 ,这 时 SD 冶 列 得 以 暴露 出 来 ,村 是 ShuA 蛋白 就 可 以 翻译 了 。 

这 种 温度 依赖 性 基因 表达 显然 是 一 种 进化 上 的 适应 ,因为 这 样 可 让 细菌 在 没有 进 
入 宿主 体内 的 时 候 不 会 浪费 能 量 去 合成 不 需要 的 蛋白 质 。 

已 发 现 类 似 的 分 子 温度 计 还 出 现在 其 他 的 一 些 病原 菌 类 ,如 沙门 氏 菌 、 致 病 性 大 
肠 杆 菌 和 结肠 炎 慎 尔 森 杆菌 (YErszizzia etterocolitica) 等 。 这 为 设计 对 付 这 些 病 原 菌 的 
新 型 药物 提供 了 方向 。 
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原核 生物 所 生活 的 环境 变 约 莫 测 ,因此 需要 实时 根据 环境 的 变化 ,及 时 调整 特定 基 
因 的 表达 状况 ,以 做 出 对 自己 生存 有 利 的 反应 。 例 如 , 严 紧 反应 (stringent response) 、 毒 
素 - 抗 毒素 (toxin-antitoxin,TA) 系 统 .二 元 基因 表达 调控 系统 (Two-component System of 
gene regulation) CRISPR - Cas 系统 和 群体 感应 (quorum sensing) 。 
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严 紧 反应 专 指 细菌 和 叶绿体 在 氨基 酸 饥饿 .脂肪酸 缺乏 、. 铁 元 素 受 限 等 胁迫 条 件 下 ， 
胞 内 所 发 生 的 各 种 代谢 变化 。 它 们 主要 包括 :rRNA 和 tRNA 合成 量 急 剧 下 降 , 约 降低 
10 一 20 倍 ;mRNA 合成 下 降 , 约 降 3 倍 ;蛋白 质 降 解 加 强 ; 核 背 酸 、 糖 类 和 脂 类 的 合成 下 降 ; 
新 一 轮 DNA 复制 受阻 。 严 紧 反 应 的 意义 在 于 使 细胞 * 勤 紧 裤 带 ”, 节 省 能 量 , 以 渡 过 难关 。 

大 肠 杆菌 内 能 够 感应 到 氨基 酸 饥 狐 信号 的 是 RelA 蛋白 , 它 又 被 称 为 严 紧 因子 
Cstringent factor), 具 有 依赖 于 核糖 体 的 (p)ppGPpp 合成 酶 活性 。 此 酶 活性 在 氨基 酸 饥饿 
的 时 候 被 激活 ,以 合成 被 称 为 魔 斑 (magic spot) 分 子 的 pppGpp 或 ppPGpp, 从 而 诱导 出 严 
紧 反 应 。pppGpp 或 ppGpp 之 所 以 被 称 为 魔 斑 分 子 , 那 是 因为 它们 最 初 在 进行 纸 层 析 分 
析 的 时 候 , 因 层 析 行 为 奇怪 而 被 发 现 。 人 
无 严 紧 反 应 。 

严 紧 反应 发 生 的 基本 步骤 是 (图 11 - 36) :在 氨基 酸 饥饿 的 时 候 , 细 胞 内 空 载 RNA 
开始 积累 ,并 有 机 会 进入 A 部 位 。 核 糖 体 50S 亚 基 上 的 Lll 蛋白 正好 位 于 A 部 位 和 了 P 
部 位 的 附近 ,能 够 对 A 部 位 上 正确 配对 的 空 载 RNA 做 出 反应 ,其 构象 变化 可 激活 与 核 
糖 体 结合 的 RelA 的 酶 活性 。RelA 受 激 活 后 , 便 开 始 催化 bppGPpp 的 合成 。pppGpp 在 一 
特殊 的 磷酸 酶 的 催化 下 ,还 可 以 转变 成 ppPGpp。 于 是 ,细胞 内 的 pppGpp 和 ppGpp 迅速 
积累 ,在 氨基 酸 饥 狐 几 秒 钟 以 后 就 达到 最 高 水 平 。pppGPb 和 ppGPP 可 与 RNAP 结合 ， 
降低 其 对 RNA 基因 启动 子 的 亲和力 ,从 而 抑制 rRNA 基因 的 转录 起 始 和 延伸 。 而 一 旦 
rRNA 的 合成 受阻 ， 必然 会 影响 到 核糖 体 蛋白 的 合成 ， 进而 影响 到 其 他 和 蛋白质 的 合成 ,并 
最 终 带 来 各 种 后 继 效应 。 

然而 ,一 旦 氨基 酸 供应 正常 , 严 紧 应 答 便 迅 速 消 退 ,pppGpp 和 ppGPPp 被 水 解 。 先 由 
gj 基因 的 产物 将 pppGpp 降解 为 ppPGpp, 再 由 SpoT 蛋白 将 ppGpp 降解 成 GDP。 随 着 
pppGpp 和 ppGpp 的 水 解 ,RNAP 开始 转录 原来 在 严 紧 反 应 中 受到 抑制 的 基因 。 


GTP+ATP 


RNA 聚 合 酶 


氏 11-36 严 紧 反应 的 分 子 机 制 
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ppGPP 除了 通过 上 述 方式 起 作用 以 外 ,还 可 以 通过 促进 核糖 体 调节 因子 (Cribosome 
modulation factor,RMF) 起 作用 。RMF 是 一 种 小 的 碱 性 蛋白 ,一 般 在 细菌 从 对 数 生 长 期 
过 渡 到 静止 期 的 时 候 水 平 显 著 上 升 。 它 可 以 通过 屏蔽 肽 酰 转移 酶 的 活性 中 心 以 及 多 肽 
链 离开 通道 ,促进 70S 核糖 体 二 聚 化 ,形成 无 活性 的 100S 二 聚 核糖 体 , 从 而 关闭 翻译 
除了 细菌 可 以 产生 严 紧 反 应 以 外 ,已 在 植物 细胞 的 叶绿体 中 发 现 了 类 似 的 反应 。 植 和 和 和 
物 细 胞 在 各 种 胁迫 条 件 下 ,如 重金 属 . 干 旱 . 热 休 克 和 紫外 辐射 等 , 核 基 因 组 中 的 ReLA 基 
因 开始 表达 ,并 在 信号 肽 指导 下 ,进入 叶绿体 抑制 叶绿体 RNAP 的 活性 ,从 而 产生 最 终 
的 反应 。 


Box 11-3 TA 系 统 的 威力 


除了 严 紧 反应 以 外 , 细 葡 在 应 对 逆境 的 时 候 , 还 会 做 出 其 他 形式 的 保护 性 反应 。 
TA 系统 由 毒素 和 抗 毒素 两 种 主要 的 成 分 构成 。 以 大 肠 杆 菌 为 例 ( 图 11=37), 毒 素 是 
RelE 有 蛋白 , 抗 毒素 是 RelB 有 蛋白 ,它们 分 别 由 re 下 和 relB 这 两 个 基因 编码 。rel 刁 和 
reL 有 8 受 同一 个 操纵 子 控 制 , 其 中 re 也 在 前 ,re/ 刁 在 后 ,因此 它们 一 般 是 等 量 表达 。 在 
表达 以 后 ,两 者 紧密 地 结合 在 一 起 ,形成 无 毒 的 RelBE 复合 物 。 这 种 二 元 复合 物 还 可 
以 与 控制 它们 的 基因 表达 的 启动 子 结合 ,对 自身 的 转录 进行 自体 调控 。 除 了 毒素 和 抗 
毒素 以 外 ,TA 系统 还 需要 Lon 蛋白 酶 ,其 底 物 就 包括 RelB。 在 大 肠 杆 菌 遇 到 不 适 刺 
激 ( 如 营养 受 限 ) 的 时 候 ,Lon 有 蛋白酶 被 激活 。 被 激活 的 Lon 蛋白 酶 催化 RelB 的 降解 ， 
从 而 导致 RelE 的 激活 。 RelE 本 质 上 是 一 种 核酸 内 切 酶 ,被 激活 以 后 便 在 核糖 体 的 A 
部 位 切 开 正 在 被 翻译 的 mRNA, 于 是 胞 内 翻译 受到 了 抑制 ,这 可 以 为 细胞 节约 宝贵 的 
能 量 , 为 其 在 逆境 中 生存 提高 了 机 会 。 至 于 mRNA 在 A 部 位 被 切断 以 后 , 留 下 来 的 残 
局 会 由 tmRNA 介 导 的 反 式 翻译 来 处 理 。- 


Lon 蛋 白 本 5 RelE 切 开 mRNA 
水 解 抗 毒素 
号 了 7 RelE 
转录 水 平 的 自体 调控 > 名 -村 二 丘 并 
本 ”和 NA 到 式 番 译 和 核 儿 体循环 


二 


1 *A S 天 /一刀 首 


3 人 便 se 曙 _ 衣 
6 了 人 独 RN 二 生 刘 
区 坊 


除了 由 限制 性 内 切 酶 和 甲 基 化 酶 构成 的 限制 和 修饰 系统 以 外 ,原核 生物 还 可 以 用 另 
外 一 个 系统 对 付 外 来 入 侵 的 核酸 , 它 叫 成 往 有 规律 间 插 短 回 文 重 复 序列 相关 (the 
clustered regularly interspaced short palindromic repeatrassociated, CRISPR-Cas) 系统 。 
该 系统 广泛 分 布 于 绝 大 多 数 细菌 和 古 菌 体内 ,专门 用 来 对 付 外 来 并 带 有 和 人 侵 性 质 的 核 
酸 ,大 约 90%% 基 因 组 序列 已 测 过 的 古 菌 和 70%% 基 因 组 序列 已 测 过 的 细菌 都 带 有 这 个 系 
统 。 正 如 该 系统 的 名 称 所 显示 的 一 样 , 它 由 两 大 核心 组 分 构成 (图 11 - 38) : 

| CRISPR 序列 

该 段 序 列 实际 上 是 原核 生物 基因 组 上 一 种 存储 外 来 核酸 序列 的 记忆 库 , 主要 包括 多 

个 大 小 为 21 bp 一 48 bp 的 直接 重复 序列 ,以 及 将 这 些 短 重复 序列 隔 开 的 大 小 为 26 bp 一 
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72 bp 的 间隔 序列 (spacer) 。 这 些 重复 序列 和 间隔 序列 在 某 个 给 定 的 CRISPR 序列 中 是 
高 度 保守 的 ,同时 总 数 惊 人 ,可 占 细 菌 或 古 菌 基因 组 的 1% 。 每 一 个 重复 序列 序列 通常 以 
GTTTg/c 开 头 , 以 GAAAC 结尾 ,含有 回 文 序列 ,可 形成 发 夹 结构 。 每 一 个 间隔 序列 则 
是 彼此 不 同 的 ,它们 由 俘获 的 外 源 DNA 组 成 ,类 似 免 疫 记忆 , 当 含有 同样 序列 的 外 源 
DNA 入 侵 时 ,可 被 机 体 识 别 ,并 进行 剪 切 使 之 被 破坏 ,达到 保护 自身 的 目的 。 每 一 种 原 
核 生物 的 CRISPR 序列 所 包含 的 重复 序列 以 及 间隔 序列 的 数目 也 不 尽 相 同 , 为 2 一 375。 
CRISPR 没有 可 读 框 , 即 不 编码 任何 蛋白 质 , 但 可 以 转录 。 在 其 上 游 有 一 个 前 导 序 列 (the 
leader sequence) ,长 度 为 20 bp 一 534 bp, 富 含 AT, 其 中 包含 有 CRISPR 序列 转录 所 需要 
的 启动 子 。 


细菌 基因 组 病毒 特有 的 序列 


重复 序列 重复 序列 
转录 


和 必 | CAS 蛋 白 切割 
人 起 


CRISPR RNA 


aa ER 5 
CRISPR RNA 
识别 病毒 序列 


CAS 和 蛋白 切割 
病毒 核酸 序列 
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LE Rs 3 


病毒 DNA 或 RNA 


(二 ) Cas 蛋白 

在 CRISPR 序列 的 上 游 ,存在 一 个 多 态 性 家 族 基 因 。 该 家 族 编码 的 蛋白 质 均 含有 可 
与 核酸 发 生 作 用 的 结构 域 ,具有 核酸 酶 . 解 链 酶 或 整合 酶 等 活性 , 它 与 CRISPR 区 域 共同 
发 挥 作用 ,因此 称 为 CRISPR 关联 基因 (CRISPR associated, Cas)7 由 它们 编码 的 蛋白 质 
叫 Cas 蛋白 。 目 前 发 现 的 Cas 蛋白 包括 Cas1 一 Casl0 等 多 种 类 型 。Cas 基因 与 CRISPR 
共同 进化 ,共同 构成 一 个 高 度 保 守 的 系统 。 其 数量 在 不 同类 型 的 系统 中 也 有 所 不 同 ,4 
到 20 不 等 。 核 心 的 Cas 蛋白 是 Casl - Cas6 ,功能 各 有 不 同 。Casl 是 最 保守 的 ,因此 可 作 
为 CRISPRVCas 系统 的 标记 ,具有 结合 核酸 以 及 内 切 核酸 酶 的 活性 ;Cas2 也 具有 核酸 酶 
活性 ,也 可 作为 CRISPRVCas 系统 的 标记 ;Cas3 蛋白 具有 解 链 酶 活性 ,与 核酸 酶 一 同行 使 
功能 ;Cas4 与 RecB 蛋白 很 相似 ,具有 内 切 核 酸 酶 的 活性 ; Cas5 用 来 区 分 各 个 类 型 的 
CRISPRVCas 系统 ;Cas6 也 具有 内 切 酶 的 活性 ;Cas9 则 是 一 种 多 功能 蛋白 。 

CRISPRVCas 系统 可 分 为 三 类 , 即 工 类 .下 类 和 亚 类 。 每 一 个 系统 的 作用 均 可 分 为 
三 步 , 即 内 化 作用 (adaptation) CRISPR RNA(KCcrRNA) 的 表达 及 加 工 、 外 来 核酸 的 识别 
及 降解 。 由 于 后 两 步 的 作用 类 似 于 真 核 生 物 的 干扰 RNA 系统 ,因此 也 可 统称 为 干扰 作 
用 (interference) 。 

1.， 内 化 作用 

内 化 作用 就 是 宿主 细胞 (细菌 或 古 菌 ) 获 取 用 来 识别 人 侵 核 酸 (只 菌 体 或 者 质粒 的 
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DNA 片段 ) 的 过 程 。 这 部 分 片段 称 为 原 间 隔 序列 (protospacer) ,是 噬菌体 或 者 质粒 序列 
的 一 部 分 。 该 过 程 大致 如 下 :(1) 间隔 序列 的 选择 。 一 段 包 含 由 原 间隔 序列 邻 位 模 体 
(proto-spacer-adjacent motif,PAMD) 构 成 的 序列 充当 DNA 序列 标记 被 识别 ,Casl 和 Cas2 
蛋白 因此 被 招募 过 来 ,并 对 DNA 片段 进行 剪 切 , 生 成 一 段 只 包含 PAM 和 原 间 隔 序列 的 
DNA 片段 ,可 以 是 单 链 或 双 链 。(2) 间隔 序列 的 插入 。Casl 和 /或 Cas2 蛋白 识别 
CRISPR 序列 上 游 的 前 导 序 列 ,间隔 序 列 一 般 插 入 到 第 一 个 重复 序列 的 5 一 端 或 者 3 一 端 。 
插入 到 哪 一 端 取决 于 双 链 CRISPR 序列 中 哪 一 条 链 是 开放 的 。(3) 短 重复 序列 的 合成 。 
由 DNAP 催化 ,进行 修复 合成 ,完成 缺口 填补 , 即 以 空 出 来 的 单 链 重复 序列 为 模板 , 合 
互补 链 。(4) 连接 。 由 DNA 连接 酶 将 每 条 链 连接 起 来 。 

2，crRNA 的 表达 及 加 工 

在 前 导 序 列 内 的 启动 子 驱动 下 ,整个 系统 涉及 的 重复 序列 /间隔 序列 发 生 转 录 , 形 成 
较 长 的 crRNA 前 体 (prercrRNA)。 随 后 ,在 特定 的 内 切 核酸 酶 作用 下 ,crRNA 前 体 被 切 
割 成 许多 小 的 RNA 片段 。 对 于 工 类 和 了 正 类 CRISPR - Cas 系统 来 说 ,负责 加 工 的 是 Cas6 
重 折 。 再 在 Cas3 和 蛋白 的 作用 下 ,这 些小 的 RNA 被 进一步 切割 成 成 熟 的 crRNA。 每 一 
个 成 熟 的 crRNA 含有 一 段 完整 间隔 序列 ,此 外 在 它们 的 一 端 或 两 端 , 带 有 部 分 重复 序 
列 。 然 而 ,对 于 开 类 CRISPR - Cas 系统 来 说 ,由 于 缺乏 Cas6 基因 ,因此 该 系统 负责 加 工 
的 是 核糖 核酸 酶 于。 核糖 核酸 酶 隆 的 作用 还 需要 另 一 种 小 RNA, 该 RNA 与 重复 序列 互 
补 ,被 称 为 反 式 作用 crRNA(trans-activating crTRNA,tracrRNA) 。 在 tracrRNA 转录 并 与 
crTRNA 前 体 互 补 配对 形成 双 链 RNA 以 后 , 即 被 核糖 核酸 酶 亚 识别 并 加 工 成 crRNA。 注 
意 此 系统 与 其 他 两 个 系统 有 一 个 重要 的 差别 ,就 是 产生 的 erRNA 并 不 含有 完整 的 间隔 
序列 ,而 是 在 一 端 丢掉 了 约 10 个 核 昔 酸 。 

3. 外 来 核酸 的 识别 及 降解 

cTRNA 被 加 工 好 以 后 , 便 与 特定 的 Cas 蛋白 形成 复合 物 ,去 识别 并 剪 切 外 来 的 核酸 。 
外 来 的 核酸 可 以 是 外 源 DNA, 或 者 是 由 外 源 DNA 转录 出 来 的 mRNA。 在 识别 的 过 程 
中 ,可 以 是 编码 链 ,也 可 以 是 非 编 码 链 , 只 要 满足 碱 基 互 补 即 可 。 对 于 工 类 和 焉 类 
CRISPR - Cas 系统 来 说 ,需要 多 种 Cas 蛋白 与 单个 crRNA 结合 。crRNA 与 外 源 核 酸 前 
间隔 序列 之 间 的 正确 配对 是 一 个 重要 的 信号 ,这 可 以 将 Cas3 招募 过 来 ,对 目标 核酸 进行 
降解 。 开 类 CRISPR - Cas 系统 只 需要 一 种 多 功能 蛋白 , 即 Cas9。Cas9 的 作用 需要 
crRNA 和 tracrRNA, 在 crRNA 与 目标 核酸 正确 配对 以 后 ,通过 它 的 内 切 核 酸 酶 结构 域 ， 
对 外 源 核 酸 进 行 切割 。 

由 于 所 有 的 crRNA 既 含 有 一 个 间隔 序列 ,又 在 其 一 端 或 者 两 端 还 有 一 部 分 重复 序 
列 。 正 是 其 中 的 重复 序列 阻止 了 CRISPR - Cas 系统 以 自己 的 染色 体 DNA 作为 降解 的 
对 象 。 

综 上 所 述 ,CRISPR - Cas 系统 是 一 套 能 够 实现 对 外 来 核酸 抗原 进行 识别、 备份 、 响 
应 和 免疫 ?的 防护 系统 , 且 这 套 系统 是 高 度 特异 性 的 ,威力 更 强大 ,只 要 作为 靶 标 的 入侵 
核酸 特异 性 识别 序列 作为 间隔 序列 位 于 CRISPR 之 中 ,该 系统 就 能 够 对 前 者 进行 干扰 和 
酶 切 , 从 而 保护 自身 免 受 病毒 等 的 侵害 , 堪 称 原核 生物 的 “特异 性 免疫 系统 ”。 

现在 ,一 方面 人 们 可 以 在 一 种 细菌 的 CRISPR 序列 库 中 人 为 地 添加 其 他 核酸 序列 ， 
从 而 让 这 种 增 容 过 的 细菌 能 对 付 以 前 不 能 对 付 的 外 源 核酸 。 例 如 ,在 记忆 库 中 添加 与 水 
解 青霉素 的 内 酰胺 酶 基因 同 源 的 序列 ,可 让 一 种 细菌 降解 外 来 带 有 内 酰胺 酶 基因 的 质粒 ER 如 何 彰 CRISPR - 
DNA; 另 一 方面 还 可 以 将 CRISPR - Cas 系统 导入 到 真 核 生 物体 内 ,使 其 在 真 核 生 物体 内 “ 拼 系 红 引 入 司 主 和 加 有 
表达 和 发 挥 功能 ,并 作为 一 项 工具 ,对 真 核 生 物 的 基因 组 进行 编辑 。 人 


三 、 二 元 基因 表达 调控 系统 
该 系统 可 让 一 种 生物 能 对 环境 中 的 各 种 信和 号 刺激 做 出 有 利 的 反应 , 故 广泛 存在 于 原 
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核 生 物 , 但 也 存在 于 单 细胞 真 核 生 物 真菌 和 高 等 植物 中 。 


@@ 环境 信号 
怨 o 


感应 子 激酶 


一 半 8 
细胞 膜 
P 
一 反应 调节 物 
P 
P 
| 磷酸 酶 
RNA 聚 合 酶 
启动 子 操纵 基因 结构 基因 


售 41 - 39 三 元 基因 表达 调控 系统 图 解 


该 系统 主要 由 两 种 成 分 构成 (图 11- 39 和 图 11 - 40) :第 一 种 负责 感应 环境 中 的 信 
号 , 称 为 感应 子 激酶 (sensor kinase) 。 它 有 两 个 结构 域 , 一 个 直接 感应 信和 号, 称 为 感应 子 
(sensor) , 另 一 个 为 自 激酶 (autokinase) ,在 感应 子 接受 信号 以 后 , 它 的 工 个 His 残 基 发 生 
磷酸 化 ;第 二 种 负责 调节 细胞 做 出 什么 样 的 反应 ,也 有 两 个 结构 域 ,一 个 称 为 接受 子 
Creceiver) ,其 内 的 1 个 Asp 残 基 可 以 从 第 一 种 成 分 中 的 His 残 基 接 过 磷酸 基 团 , 另 一 个 


结构 域 负责 与 DNA 结合 。 当 第 二 种 成 分 从 第 一 种 成 分 接受 磷酸 基因 以 后 ,就 与 DNA 
结合 ,从 而 调节 一 系列 基因 的 表达 。 
感应 子 激酶 反应 调节 物 


信和 号 输入 白 激酶 调节 信号 输出 


0 才 
接受 子 


全 11-40 二 元 基因 表达 调控 系统 中 的 两 种 成 分 的 结构 与 功能 


前 面 提 到 的 BglFV/BglG、Ntr- B/Ntr -C 和 EnvZ/OmpR 就 都 分 别 属于 二 元 基因 表 
达 调 控 系 统 中 的 第 一 、 二 种 成 分 。 


四 、 群 体感 应 


在 茫茫 海洋 中 有 一 种 锁 色 ,夜晚 时 在 海洋 上 部 砚 食 。 但 是 ,处 于 上 部 的 锁 鱼 在 月 光 
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的 照射 下 会 显 出 黑 影 ,这 样 很 容易 被 海洋 深 处 的 捕食 者 发 现 。 为 了 解决 这 个 问题 ,这 种 
鲍鱼 进化 出 一 种 发 光 器 官 。 在 该 发 光 器 官 的 内 部 ,生长 着 一 种 密度 很 高 的 单一 细菌 一 
费 氏 发 光 弧 菌 (Viborio fiurvialis)。 这 种 细菌 能 产生 荧光 素 酶 ,发 出 和 月 光 强 度 相同 的 诡 
光 , 从 而 消除 了 黑 影 ,使 乓 鱼 难以 被 海底 的 捕食 者 发 现 。 

当 费 氏 发 光 弧 菌 不 在 乓 鱼 的 发 光 器 官 中 时 ,就 不 需要 产生 荧光 素 酶 ,因为 发 光 对 其 
本 身 不 起 任何 作用 。 但 它们 在 发 光 器 官 中 时 ,发 光 对 细菌 本 身 却 是 有 好 处 的 ,因为 这 可 
以 利用 铠 鱼 得 到 充足 的 养分 ,在 同 其 他 细菌 的 竞争 中 处 于 优势 。 但 细菌 又 是 怎样 知道 它 
是 否 在 发 光 器 官 中 ,从 而 合成 荧光 素 酶 呢 ? 

这 个 答案 就 是 群体 感应 (quorum sensing) 现 象 , 它 是 细菌 根据 细胞 密度 变化 进行 基 
因 表 达 调 控 的 一 种 生理 行为 。 单 细胞 的 细菌 可 以 产生 并 释放 小 的 自体 诱导 物 
Cautoinducer) 信 号 分 子 调节 细菌 的 基因 表达 ,用 于 细胞 间 通 讯 , 使 单 细胞 的 细菌 具有 群 
体 的 特性 。 这 些 信 号 分 子 随 着 细胞 密度 增加 而 同步 增加 , 当 积累 到 一 定 浓度 时 会 改变 细 
菌 特定 基因 的 表达 ,从 而 改变 细菌 的 一 系列 生理 活性 。 

对 费 氏 发 光 弧 菌 而 言 ; 当 其 密度 很 高 时 ,细菌 就 会 知道 它们 是 处 于 发 光 器 官 中 ,而 不 
是 自由 地 漂浮 在 海洋 中 。 每 个 细菌 都 组 成 型 地 分 沁 一 种 小 分 子 自 诱导 物 , 透 过 细胞 膜 。 
这 样 , 当 细菌 浓度 达到 一 定量 时 ,这 种 小 分 子 的 局 部 浓度 就 会 非常 高 ,从 而 诱导 获 光 素 酶 

群体 感应 中 使 用 最 多 的 自 诱 
导 物 属于 N - 脂 酰 高 丝氨酸 内 酯 


类 ( Nracyl-homoserine lactone， 


AHL) 分 子 。 由 AHL 介 导 的 基 人 LuXR 
因 表 达 调 节 包 括 一 个 转录 调节 物 人 


(如 及 蛋白 ) 和 一 个 AHL 合成 栈 is 
(如 工 蛋 白 )。R 蛋白 只 有 当 与 
AHL 信和 号 分 子 结合 后 ,才能 识别 ， 
特殊 的 启动 子 序列 并 激活 基因 的 
表达 。 一 般 情 部 下 ,AHEL 合成 酶 
只 是 低 水 平 表 达 , 这 样 在 细胞 密 
度 低 时 ,细胞 内 没有 足够 的 AHL 
去 激活 人 蛋白 。 当 细菌 群体 增长 
时 ,AHL 会 随 之 积累 ,直到 细胞 
内 的 浓度 高 到 是 与 R 蛋白 结合 ， 
R 蛋白 与 AHL 结合 成 复合 物 后 
会 与 丢 基因 启动 子 序列 结合 , 同 
时 工 蛋 白 的 表达 同时 得 到 促进 。 
LuxI 和 蛋白 负 责 催 化 AHL 信和 号 分 
子 的 合成 (图 11 - 41)。 


费 氏 发 光 弧 菌 中 的 获 光 素 酶 LuxR 
由 xzCDABE 基因 编码 ,LuxlI 及 代 》 激活 的 LuXR 
LuxR 蛋白 构成 群体 感应 的 调节 参 和 


蛋白 ,其 中 LuxI 为 自体 诱导 物 合 
成 酶 ,合成 的 就 是 AHL。LuxR 
与 自体 诱导 物 结合 后 被 激活 ,对 侠 4 -41 细菌 群体 感应 的 Luxl/LuxR 系统 
LAxzCDAB 基因 表达 起 正 调节 作 

用 。 在 细胞 密度 低 时 ,细胞 通过 LuzrT 基因 产生 低 浓 度 的 自体 诱导 物 ,因为 /wzCDABE 
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基因 在 LuzT 基因 下 游 ,此 时 只 能 在 本 底 水 平 上 进行 转录 。 自 体 诱导 物 能 自由 通过 细胞 
膜 , 从 而 使 胞 内 外 自体 诱导 物 的 浓度 相同 。 随 着 细胞 生长 ,细菌 密度 增加 ,自体 诱导 物 积 
累 到 一 靖 值 (1 一 10 png/mL) 时 ,就 能 和 细胞 质 中 的 LuxR 蛋白 充分 结合 ,结合 自体 诱导 物 
后 ,LuxR 蛋白 的 DNA 结合 区 域 暴露 ,此 时 LuxR 蛋白 能 与 LuzCDAB 基因 的 启动 子 结 
合 , 从 而 激活 该 基因 的 转录 。 自 体 诱 导 物 在 与 LuxR 蛋白 结合 以 后 ,会 导致 自体 诱导 物 
合成 酶 及 欧 光 的 释放 强度 呈 指 数 增加 。 

群体 感应 调节 使 单 细胞 和 多 细胞 生物 之 间 的 界限 变 得 模糊 ,所 以 该 信号 系统 倍 受 关 
注 。 其 中 一 些 调控 系统 能 调节 病原 细菌 的 侵 染 特性 ,因而 对 人 体 健康 至 关 重 要 。 例 如 ， 
有 一 种 病菌 叫 铜绿 假 单 胞 菌 (Psewdomzomas. aerwginasa) ,能 通过 类 似 LuxR 和 LuxI 下 和 白 
的 LasR 和 LasI 和 蛋白 ,调控 引起 化 月 的 毒性 基因 的 表达 。 此 外 ,在 人 和 动物 的 多 种 病原 
菌 (如 艾 尔 森 氏 菌 和 气 单 胞 菌 )、 植 物 病原 菌 ( 如 假 单 胞 菌 、 欧 文 氏 菌 和 罗 尔 斯 通 菌 ) 及 植 
物 共 生 菌 (如 根瘤 菌 和 橘 黄 假 单 胞 菌 ) 中 , 均 存 在 类 似 LuxR/LuxI 的 调控 系统 :一 


第 六 节 在 基因 组 水 平 上 的 全 局 调控 


以 上 集中 介绍 了 单个 基因 或 者 一 组 基因 (操纵 子 ) 的 局 部 表达 调控 机 制 , 并 没有 涉及 
整个 基因 组 的 全 局 表达 调控 。 然 而 ,对 任何 一 种 生物 来 说 ,其 基因 组 内 各 个 基因 的 表达 
并 不 是 “各 自 为 政 "的 ,而 是 作为 一 个 整体 受到 控制 。 这 种 全 局 性 的 调控 对 一 种 生物 的 生 
存 和 繁殖 更 为 重要 。 下 面 就 结合 几 种 机 制 进行 简单 的 介绍 。 


一 、 调 节 子 


调节 子 (regulon) 即 调谐 子 ,是 指 不 同 的 操纵 子 受 同一 种 调节 和 蛋白 调节 的 网 络 结构 ， 
通过 调节 子 , 可 以 协调 一 系列 在 空间 上 分 离 但 功能 上 相关 的 操纵 子 的 转录 活动 。 

大 肠 杆 菌 有 两 个 最 具 代 表 性 的 调节 子 , 一 个 是 sos 调节 子 , 它 负责 协调 参与 SOS 修 
复 相 关 的 多 个 操纵 子 基因 的 表达 ,起 协调 作用 的 调节 和 蛋白 是 阻 遇 蛋白 LexA; 第 二 个 调节 
子 与 激活 蛋白 CAP - cAMP 有 关 , 它 参与 协调 与 碳 源 分 解 代 谢 有 关 的 多 个 操纵 子 近 -200 
多 个 基因 的 表达 。 除 此 以 外 ,大 肠 杆菌 还 有 与 营养 状态 变化 反应 、 氧 饥 俄 反应 、 氧 化 还 原 
状态 变化 反应 ` 酸 反应 . 热 休 克 反 应 和 冷 休 克 反 应 等 有 关 的 各 种 调节 子 结构 。 

这 里 再 以 大 肠 杆菌 调节 编码 Arg 合成 有 关 酶 基因 表达 的 调谐 子 为 例 , 受 到 调节 的 各 
结构 基因 并 不 完全 集中 在 一 个 操纵 子 内 ,而 是 分 散在 整个 染色 体 的 多 个 操纵 子 上 ,但 所 
有 的 基因 都 受到 同一 种 阻 遏 蛋白 一 一 ArgR 的 调节 。 

与 绝 大 多 数 阻 遏 蛋白 不 同 的 是 ,ArgR 以 六 聚 体 的 形式 起 作用 ,Arg 是 其 辅 阻 过 物 ， 
它 所 识别 的 操纵 基因 序列 由 2 个 被 3 bp 隔 开 的 ARG 盒 (ARG box) 构 成 ,而 每 一 个 ARG 
盒 含 有 18 bp, 序 列 高 度 保 守 ,也 呈 二 重 对 称 (图 11- 42) 。 


ARG 售 
AATT 
TTAA 


二 重 对 称 
18b 四 18b 
p 二 p 


登 11-42 大 肠 杆菌 的 ArgR 识别 的 操纵 基因 的 序列 特征 


A Rs 于 
ATTJCAN 
工 NTGAAT 人 A 


调节 子 仅仅 是 一 种 在 整体 上 协调 一 个 基因 组 内 多 个 操纵 子 或 多 个 基因 表达 的 相对 
简单 的 方式 。 下 面 主要 以 入 鸣 菌 体 为 例 , 从 基因 组 的 高 度 介绍 机 体 如 何 同时 对 一 组 基因 
进行 有 序 的 时 空调 控 的 。 
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二 、 叭 菌 体 基 因 表 达 的 时 序 控制 


喉 菌 体 有 两 类 ,一 类 是 烈性 喉 菌 体 (lytic phage) ,如 T2 噬菌体 。 它 们 感染 寄主 细胞 
后 ,会 产生 大 量 的 子 代 吻 菌 体 颗粒 ,使 寄主 细胞 裂解 ,形成 透明 的 喉 菌 斑 ; 另 一 类 是 温和 
史 菌 体 (temperate phage) ,如 入 鸣 菌 体 ,它们 形成 的 鸣 菌 斑 是 模糊 不 清 的 。 和 叭 菌 体 在 感 
染 大 肠 杆菌 后 ,可 以 通过 溶 原 方式 和 裂解 方式 进行 繁殖 。 两 种 途径 中 涉及 的 基因 表达 样 
式 具 有 很 大 的 差别 。 如 果 进 入 裂解 途径 (lytic pathway) , 则 病毒 所 有 的 基因 表达 活动 是 
导致 新 病毒 颗粒 的 形成 以 及 宿主 细胞 的 裂解 ;如 果 是 溶 原 途 径 (lysogenic pathway), 则 是 
病毒 基因 组 通过 位 点 特异 性 重组 ,整合 到 大 肠 杆菌 基因 组 DNA 之 中 , 随 着 宿主 DNA 复 
制 而 复制 ,不 会 对 宿主 细胞 产生 和 危害。 不管 是 走 哪 一 条 途径 ,都 涉及 一 系列 基因 的 表达 

一 种 喉 菌 体 在 感染 宿主 细胞 以 后 ,其 基因 组 内 的 基因 表达 具有 明确 的 顺序 , 某 些 基 
因 一 旦 鸣 菌 体 进入 宿主 细胞 就 开始 表达 ,属于 早期 表达 基因 ,然后 是 中 期 表达 基因 和 晚 
期 表达 基因 依次 表达 ,那么 基因 表达 的 时 序 性 是 如 何 实现 的 呢 ? 对 于 这 个 问题 很 难 给 出 
一 个 明确 而 统一 的 答案 ,这 是 因为 不 同 的 基因 组 使 用 的 控制 策略 并 不 总 是 相同 的 。 有 的 
比较 简单 , 像 前 面 提 到 的 SPO1 鸣 菌 体 , 使 用 e 因子 的 级 联 来 表达 不 同时 期 的 基因 。 而 
T7 噬菌体 使 用 的 策略 是 基于 不 同 RNAP 之 间 的 转换 ,其 早期 基因 转录 使 用 宿主 细胞 的 
RNAP, 但 在 转录 的 早期 基因 中 ,有 一 个 是 吻 菌 体 自 己 编码 的 高 度 特异 性 的 RNAP。 由 
这 一 种 RNAP 催化 中 期 和 晚期 基因 的 转录 ,而 中 期 表达 的 一 种 基因 的 产物 能 够 中 和 宿 
主 RNAP 的 活性 ,以 保证 在 晚期 胞 内 的 转录 活动 完全 是 喉 菌 体 特有 的 ;有 的 则 比较 复 
杂 , 如 入 只 菌 体 。 

和 喉 菌 体 的 生长 不 仅 涉 及 在 洲 原 期 和 裂解 期 的 选择 ,还 涉及 在 溶 原 期 或 裂解 期 内 不 
同 的 生长 阶段 , 即 从 早期 . 早 前 期 .中 期 到 晚期 的 过 渡 。 在 每 一 个 阶段 ,和 只 菌 体 所 表达 
的 基因 不 尽 相 同 。 

为 了 保证 基因 表达 的 高 度 时序 性 ,》 叹 菌 体 一 共 使 用 了 5 种 手段 来 调控 基因 的 表达 。 

和 噬菌体 基因 组 长 48 502 bp, 共 有 61 个 基因 ,这 些 基 因 受 到 不 同 的 启动 子 的 控制 (图 
11-43 和 表 11-4) ,按照 表达 的 时 间 顺 序 可 分 为 早早 期 基因 (immediate early gene) 、 晚 

DNA 合 成 


( 史 期 转录 调控 
头 部 基因 重组 一 区 本 
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尾部 基因 attintxisaBy ee NeIceocrOPg 


头 部 基因 
尾部 基因 站 


舍 11-43 入 叭 菌 体 基因 组 的 结构 
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(GRID 大 多 玫 大 也 杆 菌 的 
RecA 突变 体 并 不 阻止 入 唑 菌 
体 进 入 溶 原 期 。 然 而 *“ 有 一 
种 大 孔 杆 菌 的 RecA 突变 作 
在 30 记 下 .入 噬菌体 可 进入 
溶 原 期 ,而 40 和 下 不 行 。 对 


此 你 如 何 解 逢 ? 
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早期 基因 (delayed early gene) 和 晚期 基因 (late gene)( 图 11 -44)。 入 噬菌体 基因 组 DNA 


本 来 是 线 状 的 ,但 带 有 粘性 末端 (cohesive site'cos) ,在 入 喉 菌 体感 染 宿主 细胞 以 后 ,其 基 
因 组 DNA 未 端 在 cos 位 点 相互 配对 ,再 在 DNA 连接 酶 的 催化 下 ,连接 形成 一 个 环 状 的 
DNA。 入 吹 菌 体 是 进入 洲 原 期 还 是 裂解 期 受 不 同时 期 基因 的 表达 控制 ,在 表达 调控 中 涉 
及 多 个 调控 蛋白 ( 表 11- 5)。 


本 了 人 


PR 大 项 主 要 基因 转 到 
PR 晚期 基因 的 转录 
人 左 侧 主要 基因 转录 
Phv 阻 如 蛋白 维持 Crepressor RD 基因 多 二 二 be 
PP 阻 过 蛋白 建立 (repressor establishment,RE) 基 因 转录 
JPB 呈 整合 基因 转录 


cro0 和 N 是 入 喉 菌 体 的 两 个 早早 期 基因 ,由 宿主 的 RNAP 转录 。 它 们 编码 的 都 是 调 
节 其 他 基因 转录 的 调节 蛋白 ,其 中 N 从 已 ,启动 子 向 左 转录 ,cro 从 Pr 启动 子 向 右 转录 。 
Cro(control of repressor and other things) 和 蛋白 具 有 双重 功能 : 它 既 可 阻止 CI 蛋白 的 合 
成 ,又 可 以 关闭 早期 基因 的 表达 (在 裂解 周期 的 晚期 是 不 需要 早期 基因 的 产物 )。N 是 抗 
终止 蛋白 , 它 作 用 于 net(Nrutilization) 位 点 :使 早早 期 基因 转录 不 会 在 咎 和 短处 终止 ,而 
是 持续 向 前 ,向 左 就 进入 重组 基因 区 ， 向 右 则 进入 复制 基因 区 ， 向 右 进 入 复制 基因 区 ,从 
而 可 以 转录 晚 早 期 的 一 些 基 因 。 

表 It -5 参与 cases 


CE rspwprrrrmgprrrrpmrasrrpma 


CI 启动 子 Pz 和 .Pz 的 激活 蛋白 

Cro Pavw 的 阻 遏 蛋 自 ,高 浓度 也 抑制 志和 Pr 
N 211stg 和 丰 : 以 及 其 他 终止 子 的 抗 终止 蛋白 
Q 晚期 基因 转录 终止 子 的 抗 终止 蛋白 


晚 早 期 基因 包括 2 个 复制 基因 (裂解 感染 所 需 的 ),7 个 重组 基因 (有 的 和 裂解 感染 中 
的 重组 有 关 , 其 中 有 2 个 是 入 - DNA 整合 到 细菌 染色 体 中 所 必需 的 ) 及 3 个 调节 基因 


(下 ,<c 焉 ,Q)。 它 们 有 着 相反 的 功能 。CI 和 C 开 的 复合 物 可 启动 Pe 启 动 子 ,合成 阻 歇 
蛋白 CI。 而 Q 和 蛋白 也 是 一 个 抗 终止 蛋白 , 它 使 宿主 的 RNAP 越过 惰 终 止 子 , 继 续 合成 
晚期 基因 。 


晚期 基因 可 以 分 为 两 类 ,一 类 是 噬菌体 进入 洲 原 化 途径 所 必须 的 ,而 另 
进入 裂解 周期 的 。 

晚期 基因 从 位 于 Q 和 SS 之 间 的 启动 子 P& 开始 
是 连续 使 用 的 。 
称 为 6S RNA 
以 表达 。 

Q 蛋白 的 抗 终止 作用 与 N 蛋白 的 抗 终止 作用 是 相似 的 。Q 蛋白 作用 的 位 点 qux(Q- 
utilization) 正好 位 于 晚期 启动 子 的 下 游 ,RNAP 通过 此 处 时 ,Q 与 其 作用 消除 了 终止 作 
用 ,使 RNAP 能 转录 所 有 的 晚期 基因 ,并 进入 这 些 基因 以 外 的 区 域 。 左 边 的 晚 早 期 转录 
与 此 相似 ,RNAP 持续 穿 过 重组 基因 区 。 


一 类 是 控制 


,作为 单个 转录 单位 表达 , PR 启动 子 
当 Q 和 蛋白 缺乏 时 ,晚期 转录 终止 在 局 位 点 ,产生 长 194 nt 的 转录 产物 ， 
; 当 Q 和 蛋白 存在 时 , 它 阻 遇 了 知 的 终止 和 6S RNA 的 表达 ,结果 晚期 基因 得 


工 和 
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原核 生物 的 基因 和 


入 唉 菌 体 通过 抗 终止 作用 对 基因 
的 表达 进行 时 序 调节 。 抗 终止 对 于 鸣 
菌 体 从 早期 基因 转换 到 下 一 个 阶段 基 
因 的 表达 提供 了 一 个 完全 不 同 的 调控 
机 制 。 早 期 基因 与 下 一 个 阶段 的 基因 
是 相连 的 ,但 二 者 之 间 有 一 个 终止 子 
位 点 。 若 终止 作用 在 这 个 位 点 被 阻 
止 , 那 么 RNAP 就 可 以 通读 进入 下 一 晚 早期 
位 点 。 这 样 在 抗 终止 作用 中 ,相同 的 
局 动 子 可 以 继续 被 RNAP 所 识别 。 因 
此 新 的 基因 是 通过 RNA 的 延续 ,形成 
一 个 长 的 RNA 链 而 得 到 表达 的 。 在 
这 种 RNA 中 ,5 - 端 是 早期 基因 的 序 
列 ,3 - 端 是 新 基因 的 序列 。 由 于 这 两 
种 序列 彼此 连接 在 一 起 ,早期 基因 必 
然 连续 表达 。 下 面 对 入 叭 菌 体 通过 搞 
终止 作用 进行 基因 表达 的 时 序 调 控 及 
其 机 制作 详细 介绍 。 

入 喉 菌 体 侵 入 宿主 细胞 后 ,宿主 的 
RNAP 起 始 转录 两 个 早早 期 基因 , 下 
一 阶段 基因 的 转录 表达 是 由 早期 基因 
未 端的 终止 子 控制 的 。 控 制 从 早早 期 
基因 转换 为 晚 早 期 基因 表达 的 调节 基 “ 侠 !L- 好 和 噬菌体 早早 期 、 晚 早期 和 晚期 基因 
因 是 N, 这 是 通过 六 基因 的 突变 鉴别 
出 来 的 。 大 肠 杆菌 的 RNAP 进行 的 转录 在 N 和 cro 基因 的 末端 妇 和 如 两 个 终止 子 位 点 
分 别 停 下 来 。 但 N 基因 的 表达 致使 这 种 情况 发 生 了 改变 。N 基因 的 产物 N 蛋白 是 一 种 
抗 终止 蛋白 , 它 使 RNAP 通读 三 和 如 而 进入 了 两 侧 的 晚 旱 期 基因 区 ,结果 晚 早 期 基因 也 
得 到 了 表达 。 由 于 N 蛋白 是 高 度 不 稳定 的 ,其 半衰期 仅 有 5 分 钟 ,N 基因 的 持续 表达 是 
维持 晚 早 期 基因 的 转录 所 需要 的 。 因 为 N 基因 也 是 晚 早 期 转录 单位 的 一 部 分 ,而 且 它 
的 转录 必然 在 其 他 晚 早期 基因 的 前 面 , 所 以 能 维持 其 持续 表达 。 

就 像 其 他 的 噬菌体 一 样 , 对 于 晚期 基因 (编码 噬菌体 颗粒 成 分 ) 的 表达 还 需要 另外 的 
一 些 调控 。 作 为 晚 早期 基因 之 一 的 Q 基 因 就 可 以 参与 调节 。 其 产物 Q 蛋白 是 另 一 种 抗 
终止 蛋白 , 它 可 以 特异 地 使 RNAP 起 始 晚期 启动 子 PR ,通读 它 和 晚期 基因 之 间 的 终止 
子 , 通 过 抗 终止 蛋白 的 不 同 特异 性 可 以 构成 基因 表达 的 级 联 调节 。 

由 此 可 见 ,N 蛋白 和 Q 蛋白 作用 具有 不 同 的 特异 性 ,RNAP 与 转录 单位 相互 作用 ， 
通过 辅助 性 蛋白 质 因子 能 在 某 些 终止 子 位 点 特异 地 发 生 抗 终止 作用 ,从 而 在 终止 阶段 控 
制 基因 的 表达 。 那 么 哪些 位 点 和 终止 的 特异 性 有 关 呢 ? 

N 蛋白 作用 位 点 为 zit 位 点 ,负责 左右 两 个 方向 抗 终止 位 点 的 分 别 是 zz 太 和 mutR。 
N 蛋白 在 识别 并 结合 md 位 点 以 后 ,作用 RNAP, 使 其 对 于 终止 子 较 长 时 间 不 产生 反应 ， 
而 是 直接 通读 到 下 一 个 基因 。zzi 位 置 的 可 变性 表明 抗 终止 和 起 始 及 终止 无 关 , 但 通过 
ztzl 位 点 可 使 RNAP 延伸 RNA 链 ,对 终止 信号 “ 毫 不 理 皮 ?并 持续 穿 过 。 这 个 反应 涉及 在 
依赖 p 因子 的 终止 子 上 产生 抗 终止 作用 ,但 N 和 蛋白 也 能 作用 于 不 依赖 p 因子 的 终止 子 。 

终止 与 抗 终止 是 密切 相关 的 , 它 涉 及 细菌 和 喉 菌 体 的 一 些 蛋 白 , 这 些 蛋 白 和 RNAP 
相互 作用 ,对 一 些 转录 单位 的 DNA 序 列 做 出 反应 。 和 鸣 菌 体 的 zu 位 点 含有 两 个 序列 元 
件 , 称 为 A 盒 (boxA) 和 了 B 盒 (boxB)。A 仿 在 细菌 的 操纵 子 中 也 有 存在 , 它 在 噬菌体 和 细 
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菌 的 操纵 子 中 对 于 抗 终止 是 必需 的 。 也 盒 的 序列 发 生 突变 就 会 消除 N 蛋白 产生 的 抗 终 
止 能 力 , 它 只 存在 于 噬菌体 基因 组 中 (图 11-45)。 


弱 , 不 前 进 的 复合 体 
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强 , 前 进 的 复合 体 


团 11-45 N 和 蛋白 的 抗 终止 作用 机 制 


通过 一 种 阻止 N 蛋白 功能 的 大 肠 杆 菌 突变 鉴别 出 四 个 mas 位 点 :alsA,nmasB ,mas 
和 ?zsC。 这 些 mas 位 点 编码 的 蛋 自 形 成 了 转录 装置 的 一 部 分 ,但 却 不 能 从 RNAP 中 分 
离 出 来 。nzsA xusB 和 ?zsG 编码 的 和 蛋白质 单独 的 功能 均 与 转录 终止 相关 联 。7zz 开 编码 
核糖 体 蛋白 S10, 它 在 核糖 体 30S 亚 基 中 的 位 置 与 它 在 终止 中 的 功能 之 间 没 有 什么 明显 
的 关系 。NusA 是 一 个 普通 的 转录 因子 , 它 可 增加 终止 的 效率 ,可 能 是 通过 增强 RNAP 
在 终止 子 上 停 下 来 的 趋势 (实际 上 是 在 二 级 结构 的 另 一 区 域 ) 来 实现 。NusB 和 S10 形成 
一 个 二 聚 体 ,特异 地 和 RNA 的 bozAa 序列 相 结 合 。NusG- 可 能 和 所 有 的 Nus 因子 与 
RNAP 聚集 成 一 个 复合 体 有 关 。Nus 功能 的 差别 是 NusA 足以 使 N 蛋白 在 内 部 终止 子 
上 阻止 终止 ;N 蛋白 在 e 依赖 性 终止 子 上 的 抗 终止 需要 所 有 4 种 Nus 因子 的 功能 。 

入 -RNA 的 A 盒 序列 不 能 和 NusB - S10 相 结 合 , 可 能 需要 NusA 和 N 蛋白 的 存在 ; 
B 盒 序列 可 能 是 提高 反应 稳定 性 所 需要 的 。 在 A 盒 序列 中 的 变异 可 以 被 确定 , 它 需 要 一 
套 特 殊 的 因子 进行 终止 。 结 果 是 相同 的 :RNAP 通过 za 位 点 后 , 当 它 被 上 述 辅助 性 蛋 
白质 因子 修饰 后 到 达 此 类 终止 子 时 , 便 可 顺利 通过 ,不 再 终止 。 

抗 终止 需要 N 和 蛋白 结合 到 RNAP 上 ,这 种 结合 在 一 定 程度 上 取决 于 转录 单位 的 序 
列 。N 蛋白 识别 DNA 上 还 是 RNA 转录 产物 上 的 也 盒 位 点 呢 ? 它 并 不 能 直接 和 这 两 种 
类 型 的 序列 结合 ,但 是 当 核 心 酶 通过 B 盒 位 点 时 , 它 和 转录 复合 体 上 的 了 B 盒 结合 ,很 可 能 
它 需 要 同 RNAP 结合 后 才能 识别 B 盒 序列 。N 蛋白 结合 在 核心 酶 上 ,实际 上 已 成 为 了 
一 种 附加 的 亚 基 , 来 改变 RNAP 对 终止 子 的 识别 。 

和 叭 菌 体 裂解 周期 的 建立 是 有 时 序 性 的 , 阻 过 蛋白 可 以 通过 阻 遇 RNAP 与 噬菌体 基 
因 组 的 结合 ,从 而 阻止 入 只 菌 体 进 入 裂解 周期 ,而 进入 溶 原 周 期 。 这 些 阻 遏 蛋 白 又 是 如 
何 作用 使 入 只 菌 体 进入 浴 原 周期 的 呢 ? 
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阻 遇 蛋白 CI 的 表达 受 两 个 启动 子 Pa 和 忆 关 的 调控 (图 11 - 46) ,转录 在 该 基因 的 
左 向 结束 。 由 Pv 转 录 出 的 mRNA 没有 核糖 体 结合 位 点 :是 以 AUG 起 始 密码 子 开 始 
的 ,所 以 只 能 翻译 出 低 水 平 的 阻 歇 蛋白。cro 转录 的 方向 是 右 向 ,所 以 Ps 的 左 向 转录 会 产 
生 cro 的 反 义 RNA 和 CI。CI 可 以 翻译 产生 阻 遏 蛋白 ,但 cro 的 反 义 RNA 可 以 同 cro 的 
mRNA 结合 ,干扰 其 翻译 。 因 为 Cro 对 溶 原 周 期 的 建立 起 反作用 ,所 以 阻 遇 其 功能 有 助 于 
建立 溶 原 周 期 。 同 时 ,CI 和 蛋白 激发 了 Q 反 义 RNA 的 转录 ,阻止 了 Q 蛋白 的 合成 。 因 为 Q 
蛋白 是 裂解 周期 里 晚期 基因 转录 所 必需 的 ,所 以 阻碍 它 的 合成 也 有 助 于 建立 溶 原 周期 。 
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当 入 叭 菌 体 进入 宿主 细胞 时 ,因为 没有 阻 遏 蛋白 的 结合 ,RNAP 并 不 能 转录 c 工 。 
但 是 因为 没有 阻 遏 蛋白 ,从 尺 和 已 ,的 转录 可 以 进行 ,所 以 入 叭 菌 体 首 先 转录 了 N 和 cro 
基因 。 由 于 N 蛋白 的 抗 终止 作用 ,使 < 政和 *e 帮 得 以 转录 。 在 宿主 细胞 中 ,由 于 和 蛋白酶 
HIfIA 的 存在 ,CI 会 很 快 被 水 解 ,而 C 开 的 作用 是 保护 CI 不 被 水 解 。c 工 的 转录 启动 子 
P 的 一 10 和 一 35 区 同 大 肠 杆菌 的 RNAP 识别 区 域 并 不 非常 类 似 , 而 在 CIL 蛋白 的 协助 
下 ,RNAP 与 该 启动 子 区域 结 合 , 转 录 出 CI- mRNA。 从 Pe 转 录 的 CI- mRNA 由 于 
有 RBS 的 存在 ,可 以 被 有 效 地 翻译 。C 被 大 量 合成 后 ,会 很 快 结 合 到 和 OF 上 ,直接 
抑制 了 从 已 和 Ps 的 转录 的 进行 ,这 样 , 就 改变 了 整个 喉 菌 体 基因 的 表达 情况 。 

除 起 始 c 工 的 表达 外 ,CI 还 有 另外 一 个 作用 , 即 可 以 协助 RNAP 同 P,. 启 动 子 的 结 
合 。 忆 .是 编码 整合 酶 的 ia 基因 的 启动 子 , 在 入 噬菌体 整合 人 宿主 基因 组 中 发 挥 作用 。 

但 入 鸣 菌 体 如何 决 定 是 进入 深 原 周期 还 是 进入 裂解 周期 呢 ? 这 主要 依靠 CI 和 Cro 
这 两 种 调节 蛋白 对 左右 两 个 操纵 子 0 和 Onx 结合 的 竞争 。 和 鸣 菌 体 的 操纵 子 实际 上 是 
分 为 三 个 区 域 ,C 工 和 Gro 对 操纵 子 的 亲 和 能 力 不 同 。 对 CT 工 和 蛋 和 白 来 说 ,O 二 Oo 二 Os ， 
Onum 二 DOe 二 Oa ;但 对 Cro 蛋白 来 说 ,0 二 OO ,0 二 OO 二 On 。 在 GT 和 Cro 竞争 操纵 
子 的 过 程 中 ,CL 和 Cro 蛋白 的 数量 决定 了 二 者 胜 负 的 主要 因素 (图 11 - 44)。 

由 于 cro 基因 的 表达 先 于 c 工 基 因 的 表达 ,并 且 , 如 果 没 有 CE 蛋白 的 协助 ,c 工 基因 
根本 得 不 到 表达 。 在 正常 情况 下 ,CI 容易 被 宿主 体内 的 蛋白 酶 水 解 。 因 此 ,如 果 宿 主 细 
胞 处 于 营养 丰富 、 活 性 较 高 的 状态 ,细胞 内 水 解 酶 的 活性 很 高 ,细胞 内 没有 大 量 的 CI 和 蛋 
白 的 存在 ,就 不 可 能 协助 c 工 基因 的 表达 。 这 时 ,Cro 蛋白 占据 左右 两 个 操纵 子 , 和 鸣 菌 
体 进 入 裂解 周期 。 然 而 ,如 果 宿 主 细胞 处 于 营养 贫乏 、 活 性 较 低 的 状态 ,水 解 CE 的 蛋白 
酶 大 大 减少 ,而 C 芽 蛋白 又 能 抑制 水 解 CI 的 蛋白 酶 活性 ,于 是 ,宿主 细胞 很 快 能 积累 足 
够 的 CI 和 蛋白 协助 建立 c 工 从 PRE 的 表达 ,同时 关闭 Cro 蛋白 的 表达 。 由 于 CI 在 竞争 
中 处 于 优势 ,和 只 菌 体 进入 洲 原 周期 。 当 宿主 细胞 的 噬菌体 感染 复数 较 高 时 ,由 于 有 多 
个 喉 菌 体 基 因 组 的 表达 ,会 产生 较 多 量 的 CI 和 CE, 这 时 ,CU 蛋白 也 能 协助 建立 <c 工 从 
PRE 的 表达 ,进入 溶 原 周期 。 
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当 宿 主 细胞 受到 诱 变 剂 处 理 或 UV 辆 射 时 ,处 于 淤 原状 态 的 叭 菌 体 的 裂解 周期 被 类 。 GDy 学 完 本 节 内 容 以 后 ， 
似 于 SOS 反应 的 机 制 所 激化 ,同样 是 RecA 在 同 单 链 DNA 结合 以 后 ,刺激 了 入 阻 过 蛋白 说 出 和 喧 菌 体 共 使 用 了 哪 天 
CI 潜在 的 蛋白 酶 活性 ,使 其 发 生 自 水 解 ,噬菌体 由 此 进入 裂解 周期 (图 11 - 48)。 ty 


盖 7 


> 


TD7D7D7D7D7D7 


科学 故事 一 一 乳糖 操纵 子 发 现 历程 


1940 年 ,在 法 国 巴 斯 德 研究 所 工作 的 Jacques Monod 开始 研究 大 肠 杆 菌 的 乳 糖 
代谢 ,发 现 了 诱导 现象 乳糖 和 其 他 半 乳 糖苷 可 以 诱导 有 - 半 乳 糖苷 酶 的 产生 。 他 
和 Melvin Cohn 用 抗 B- 半 乳糖 苷 酶 的 抗体 检测 该 酶 蛋白 ,发现 经 乳糖 或 乳糖 类 似 物 
诱导 后 ,B- 半 乳糖 将 酶 的 表达 量 增加 。 然 而 ,进一步 的 研究 让 他 们 发 现 了 一 些 神 秘 
的 突变 株 (cryptic mutant) ,这些 突 变 株 能 产生 有 - 半 乳 糖 音 酶 ,但 是 却 不 能 在 以 乳糖 
为 碳 源 的 培养 基 中 生长 。 这 是 什么 原因 呢 ? 

为 了 摘 清 楚 这 个 问题 ,他 们 用 放射 性 同位 素 标 记 的 半 乳 糖 音 进 行 研究 ,发 现 野 
生 型 菌 在 乳糖 诱导 后 会 摄 入 半 乳 糖 茜 , 而 这 种 突变 型 菌 不 能 。 对 此 他 们 认为 ,在 野 
生 型 菌 中 ,有 一 种 蛋白 质 与 B- 半 乳糖 苦 酶 一 起 被 诱导 , 它 负 责 输送 半 乳 糖苷 进入 细 
胞 。 而 在 突变 株 中 ,这 种 蛋白 质 的 基因 因 突 变 而 失 活 。Monod 将 这 种 蛋白 质 命名 为 
半 乳 糖苷 透 过 酶 。 但 为 此 他 遭 到 了 同事 们 的 批评 ,因为 他 在 这 种 蛋白 质 未 分 离 到 之 
前 就 进行 命名 。 不 过 ,Monod 和 同事 努力 不 久 分 离 纯化 得 到 了 半 乳 糖 芽 透 过 酶 。 同 
时 ,他 们 还 分 离 到 了 另外 一 种 蛋白 质 , 即 半 乳糖 着 转 乙酰 酶 ,该 酶 与 B- 半 乳糖 兰 酶 和 
半 乳 糖苷 透 过 酶 一 起 被 诱导 。 这 样 ,到 了 20 世纪 50 年 代 未 ,Monod 已 经 知道 有 三 
种 酶 的 表达 共同 受到 半 乳 糖苷 的 诱导 。 他 们 还 发 现 了 一 些 组 成 型 突变 株 
(constitutive mutant) ,这些 突 变 株 根本 不 需要 诱导 就 可 以 产生 这 三 种 酶 。Monod 
认识 到 ,用 经 典 的 遗传 学 分 析 可 以 加 快 实验 进展 ,所 以 与 同 在 巴 斯 德 研究 所 工作 的 
Francois Jacob 开展 了 合作 和 研究。 在 Arthur Pardee 的 协作 下 ,Jacob 和 Monod 构建 
了 局 部 二 倍 体 (merodiploid) 一 一 带 有 野生 型 和 组 成 型 的 等 位 基因 ,发 现 野生 型 等 位 
基因 是 显 性 的 。 野 生 型 大 肠 杆 菌 细 胞 可 以 产生 某 种 物质 使 乳糖 代谢 基因 (lac) 关 闭 。 
这 种 物质 也 可 以 使 组 成 型 基因 表达 关闭 ,从 而 使 局 部 二 倍 体 也 是 诱导 型 的 。 他 们 将 
这 种 物质 命名 为 阻 遇 蛋白 (repressor)。 组 成 型 菌株 的 阻 过 蛋白 基因 有 缺陷 性 突变 ， 
即 /acJ  。Jacob 和 Monod 推测 , 阻 遇 蛋白 和 某 段 特定 DNA 序列 结合 。 这 种 结合 是 
特异 的 ,基因 突变 会 影响 这 种 结合 。 他 们 又 将 这 段 DNA 序列 称 为 操作 子 (operator， 
O) 。 操 作 子 的 某 些 突变 可 以 破坏 它 和 阻 过 蛋白 之 间 的 结合 。 这 样 也 会 导致 组 成 型 
表达 。 那 么 ,如 何 区 别 这 两 种 组 成 型 突变 呢 ? 他 们 认为 ,如 果 上 述 假设 是 正确 的 话 ， 
那么 就 可 以 通过 构建 局 部 二 倍 体 , 然 后 根据 突变 是 显 性 还 是 隐 性 来 进行 区 别 。 

Jacob 打 了 一 个 很 形象 的 比喻 。 他 把 局 部 二 倍 体 中 的 两 个 操作 子 比 作 两 个 无 线 
电 接 收 器 ,分 别 控制 进入 一 个 房间 的 两 扇 门 中 的 一 遍 。 两 个 阻 遇 蛋白 象 无 线 电 发 射 
器 ,发 射 同样 的 信号 使 门 关 闭 。 如 果 一 个 阻 过 蛋白 基因 发 生 突变 不 表达 或 无 活性 ， 
就 像 一 个 发 射 器 坏 了 , 另 一 个 发 射 器 仍 会 工作 ,两 肩 门 仍 然 是 关闭 的 。 换 句 话 ,二 倍 
体 中 的 两 个 乳糖 操纵 子 (Lac operon) 仍 然 是 阻 遇 的 。 这 种 突变 是 隐 性 的 。 如 果 是 一 
个 操作 子 发 生 了 突变 ,就 像 一 个 接收 器 发 生 了 故障 ,所 控制 的 门 是 开 的 。 另 一 扇 门 
的 接收 器 是 正常 的 , 门 仍 然 关 闭 。 这 样 ,突变 的 乳糖 操纵 子 仍然 是 去 阻 遇 的 ,表现 为 
显 性 。 这 种 突变 叫 顺 式 显 性 (cis-dominant) 。 操 作 子 组 成 型 突变 用 Cr 表 示 。 在 实验 
中 ,Monod 等 还 发 现 了 另外 两 个 突变 株 ,这 两 个 突变 株 无 论 有 无 诱导 物 存在 都 不 表 
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达 乳 糖 代 谢 基 因 ,而 且 , 在 将 该 突变 基因 和 野生 型 基因 构成 局 部 二 倍 体 时 ,也 表现 出 
不 表达 乳糖 代谢 基因 。 显 然 , 这 两 种 突变 也 是 显 性 的 。 他 们 认为 这 是 调节 基因 
(iac 站 的 一 种 突变 结果 (lac 开 ) ,其 产物 可 以 与 操作 子 结合 ,但 不 能 与 乳糖 结合 。 另 
外 ,还 有 一 种 显 性 负 性 (dominant negative) 突 变 lccT“, 不 能 与 操作 子 结 合 。 要 想 更 
好 地 了 解 其 中 的 机 制 , 需 要 分 离 纯 化 到 阻 遇 蛋白。 于 是 ,20 世纪 60 年 代 , Walter 
Gilbert 和 Benno Muller - Hill 开始 尝试 分 离 纯化 工作 。 但 阻 过 蛋白 -操作 子 结合 实 
验 表明 ,纯化 阻 遇 蛋白 在 当时 的 条 件 下 是 非常 困难 的 。 这 是 因为 阻 过 蛋白 在 大 肠 村 
菌 细胞 内 含量 很 低 ,而 且 没有 简易 的 方法 可 以 鉴定 。 当 时 最 敏感 的 是 用 放射 性 同位 
素 标 记 的 人 工 诱导 物 IPTG。 但 是 ,即使 应 用 这 种 方法 在 野生 型 细胞 的 抽 提 液 中 也 
难以 检测 到 阻 过 蛋白 。 为 了 解决 这 个 问题 ,Gilbert 等 人 应 用 了 阻 过 蛋白 的 突变 株 
lac ,其 与 IPTG 结合 更 紧密 。 这 种 突变 的 阻 遇 蛋白 可 以 结合 足够 的 IPTG, 从 而 有 
利于 检测 ,即使 在 很 不 纯 的 抽 提 物 中 也 能 够 被 检测 到 。 于 是 ,Gilbert 就 可 以 纯化 该 
蛋白 质 了 。 在 此 基础 上 ,Melvin Cohn 等 用 硝酸 纤维 素 滤 膜 结 合 实验 ,研究 了 阻 过 蛋 
白 与 操作 子 的 相互 作用 。 由 于 单 链 DNA(CSSDNA) 和 有 蛋白质 - DNA 复合 物 可 以 与 硝 
酸 纤 维 素 膜 结 合 ,而 双 链 DNA(CdsDNA) 不 能 。 他 们 用 ”了 P 标记 操作 子 , 结 果 证 实 阻 
遏 蛋白 可 以 和 操作 子 结合 ,而 且 IPTG 可 以 抑制 它们 结合 。 组 成 型 突变 的 (OF 与 阻 过 
蛋白 的 结合 能 力 大 大 降低 。 这 个 实验 证 明了 ,Jacob 和 -Menod 用 遗传 学 方法 确定 的 
操作 子 确实 是 阻 过 蛋白 的 结合 位 点 。 


Francois Jacob(1920 - 2013)( 前 ) 和 Jacques Monod(1910 - 1976)( 后 ) 


有 关 阻 过 的 机 制 ,起 初 人 们 认为 , 阻 过 蛋白 可 以 阻止 RNAP 与 启动 子 (LacP) 结 
合 。 但 在 1971 年 ,Ira Pastan 等 人 用 实验 证 明 即 使 有 阻 过 蛋白 存在 ,RNAP 也 可 以 
与 启动 子 lac 忆 紧密 结合 。 他 们 的 实验 过 程 是 : 先 将 RNAP 与 含有 acP 和 /LacO 的 
DNA 片段 以 及 阻 遇 蛋白 一 起 保温 ,然后 加 诱导 物 IPTG 和 利 福 老 素 (rifampicin ) 。 
如 果 没 有 形成 开放 的 启动 子 转录 复合 物 , 利 福 霉 素 就 会 抑制 转录 。 但 转录 确实 是 发 
生 了 。 这 说 明 阻 过 蛋白 并 没有 阻止 开放 的 启动 子 转录 复合 物 的 形成 。 所 以 , 阻 遇 有 蛋 
白 并 不 能 阻止 RNAP 与 LacP 结合 。 实 际 上 ,RNAP 与 阻 遇 蛋白 可 以 同时 与 启动 子 
结合 。 那 么 , 阻 过 蛋白 的 阻 遇 机 制 究竟 是 什么 呢 ? 为 此 Barbara Krummel 和 
Michael Chamberlin 提出 一 种 解释 : 阻 过 蛋 白 阻 断 了 起 始 转录 复合 物 向 延伸 状态 的 
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转变 。 换 句 话 说 , 阻 过 蛋白 将 RNAP 困 在 起 始 状 态 . 只 能 合成 很 短 的 转录 物 。 
Jookyung Lee 和 Alex Goldfarb 为 这 一 解释 提供 了 实验 证 据 : 他 们 应 用 了 一 种 体外 
转录 的 方法 ,以 一 段 123 bp 含 lac 控制 区 和 lacZ 基因 起 始 部 分 的 DNA 作为 模板 。 
先 将 阻 过 蛋白 与 这 段 DNA 一 起 保温 10 min, 让 阻 过 蛋白 与 操作 子 O 结合 。 再 加 
RNAP,20min 后 (让 开放 启动 子 复合 物 形成 ) 加 肝素 (heparin)。 已 知 肝 素 能 与 游离 
的 RNAP 或 与 DNA 结合 不 紧密 的 RNAP 结合 ,抑制 RNAP 与 启动 子 结合 。 然 后 ， 
加 入 转录 反应 需要 的 其 他 成 分 ,但 不 包括 CTP。5min 后 ,加 入 ua-P-CTP 及 
IPTG ,并 设立 不 加 IPTG 对 照 。 反 应 10min 后 ,通过 电泳 观察 是 否 发 生 延 续 (run- 
off) 转录 发 生 。 实 验 结 果 显 示 , 确 实 观 察 到 了 转录 物 。 因 此 , 阻 过 蛋白 不 能 抑制 
RNAP 与 JaP 之 间 的 紧密 结合 。 实 际 上 lac 操纵 子 有 3 个 操作 子 序列 。 除 了 主要 的 
Oi ,还 有 两 个 辅助 的 操作 子 (O 和 0) ,一 个 在 上 游 ,一 个 在 下 游 ,都 与 阻 过 作用 有 
关 , 但 Oi 起 主要 作用 。 两 个 O 之 间 可 以 通过 阻 过 蛋白 形成 四 聚 体 而 相互 作用 。 

大 肠 杆 菌 对 乳糖 的 代谢 除了 表现 有 诱导 效应 ,还 有 葡萄 糖 效应 : 当 大 肠 杆 菌 在 
含 葡 葡 糖 和 乳糖 的 混合 碳 源 培养 基 中 生长 时 , 菌 体 首先 利用 葡萄 糖 , 仅 当 葡 欧 糖 消 
耗 完 后 才 利 用 乳糖 。 在 葡萄 糖 存在 时 ,即使 无 阻 过 物 存 在 (Lac ) ,Lac 基因 也 不 表 
达 。 进 一 步 研究 表明 ,葡萄糖 对 lac 基因 表达 的 抑制 是 间接 的 ,是 葡萄 糖 的 某 些 代谢 
产物 抑制 了 Lac 基因 表达 ,因此 这 种 效应 被 称 为 分 解 代谢 物 阻 遇 效应 (catabolite 
repression) 。 无 论 真 核 生 物 还 是 原核 生物 ,cAMP 对 基因 表达 的 控制 都 具有 普遍 作 
用 。1958 年 ,E. Sutherland 在 研究 动物 激素 作用 的 过 程 中 发 现 了 cAMP, 可 以 作为 
第 二 信使 激活 糖 原 磷酸 化 酶 (因此 获 1971 年 的 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 ),cAMP 由 腺 
蔡 酸 环 化 酶 产生 。 一 些 激 素 . 如 肾上腺 素 , 可 以 激活 腺 苷 酸 环 化 酶 。Monod 和 Jacob 
有 名 名 言 : 适 合 大 肠 杆 菌 的 也 适合 大 象 (what is true for 开 . co1i is true for the 
elephant)。 一 些 生 化 学 家 开始 用 细菌 系统 来 阐明 cAMP 的 功能 。Mackman 和 
Sutherland 发 现在 葡萄 糖 饥 饿 的 大 肠 杆 菌 细胞 内 cAMP 含量 上 升 , 加 入 葡萄 糖 后 
cAMP 含量 下 降 。 后 来 ,Ira Pastan 等 证 明 加 入 CAMP 可 以 解除 代谢 物 阻 过 效应 ,这 
还 包括 lac、gal! 和 ara 等 参与 多 种 糖分 解 代 谢 的 操纵 子 。 那 么 cAMP 是 正 调控 因 
子 吗 ? 

这 个 Pastan 1961 年 在 NIH 和 Jim Field 一 起 研究 促 甲状 腺 激素 (TSH) 的 功 
能 。 在 Earl Stadtman 实验 室 做 了 一 段 博 士 后 ,然后 又 转向 研究 TSH。 当 时 Earl 
Sutherland 已 发 现 很 多 激素 可 以 激活 腺 音 酸 环 化 酶 ,从 而 增加 胞 内 cAMP 水 平 。 这 
也 启发 Pastan 研究 起 甲状 腺 中 的 <c<AMP 水 平 的 变化 。 他 发 现 TSH 也 能 激活 腺 蔡 
酸 环 化 酶 ,使 组 织 内 cAMP 水 平 增加 ;而 且 , 在 组 织 内 加 入 cAMP 的 类 似 物 也 能 产生 
TSH 的 许多 作用 。 指 出 cAMP 是 TSH 作用 的 中 介 。 那 么 cAMP 是 怎样 起 作用 的 
呢 7 他 想 也 许 通过 对 大 肠 杆菌 的 研究 更 容易 找到 答案 。 他 和 Robert Perlman 就 开 
始 一 起 研究 。 受 Sutherland 工作 的 启发 ,做 了 上 述 实验 。Geoffrey Zubay 和 Pastan 
两 个 小 组 几乎 同时 发 现 与 cAMP 结合 的 蛋白 。Zubay 称 为 降解 物 激活 蛋 白 
Ccatabolite activator protelin，CAP), Pastan 则 称 之 为 <cCAMP 受 体 蛋白 (cAMP 
receptor protein,CRP) ,其 编码 基因 名 称 为 cr 轧 。Pastan 还 测定 了 cAMP - CAP 的 
解 离 常数 ,为 T-2X10“ molL。 在 研究 CAP 作用 机 制 中 ,Zubay 等 发 现 一 系列 突 
变 株 ,CAP 和 cAMP 均 不 能 促进 其 lac 基因 转录 。 突 变 位 点 在 Lac 启动 子 内 ,后 来 分 
子 生 物 学 家 确定 了 cap 的 结合 位 点 就 在 lac 启动 子 的 上 游 。Pastan 等 人 证 明 CAP - 
cAMP 与 A 位 点 结合 后 ,可 帮助 RNAP 形成 开放 性 启动 子 复 合 物 。 首 先 将 RNAP 
和 lac 启动 子 结合 ,加 或 不 加 CAP- cAMP。 然 后 同时 加 入 核 苷 酸 和 利 福 平 。 看 是 
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否 已 形成 开放 性 复合 物 。 如 果 没 有 , 利 福 平 就 会 抑制 转录 的 进行 。 如 果 已 形成 开放 
性 复合 物 , 利 福 平 则 不 能 抑制 转录 进行 。 结 果 , 加 入 CAP - cAMP 转录 可 以 进行 ,不 
加 则 转录 不 能 进行 。CAP- cAMP 可 使 DNA 弯曲 ,或 与 RNAP 发 生 作用 ,或 者 两 者 
莒 有 ,使 RNAP 与 启动 子 形成 一 个 开放 性 启动 子 复合 物 。 其 中 的 证 据 是 CAP - 
cAMP 可 与 RNAP 共 沉 淀 ,CAP- DNA 晶体 结构 显示 DNA 发 生 谊 曲 。 


PPaAP PsiP AP eeP 人 pr 


1. 如 果 将 大 肠 杆菌 乳糖 操纵 子 的 启动 子 突变 成 强 启动 子 , 那 么 这 种 变 体 对 于 乳糖 
的 代谢 会 发 生 什么 样 的 变化 ? 

2. N 蛋白 对 to 的 抗 终止 作用 使 得 转录 能 够 通读 到 编码 整合 酶 的 基因 ;zz, 然 而 ,在 
裂解 期 并 没有 大 量 的 Int 蛋白 的 产 , 这 是 因为 转录 物 通过 依赖 于 o 因子 的 终止 子 tw, 随 
后 在 3 - 端 形 成 能 被 RNA 酶 识别 的 降解 信号 。 为 什么 在 溶 原 阶 段 可 以 形成 大 量 的 了 

3. 大 肠 杆菌 在 Trp 处 于 ” 饥饿 "状态 下 以 下 哪些 事件 会 发 生 ? 

(1) 没有 Trp=tRNA 的 合成 ; 

(2) 核糖 体 完 成 前 导 肽 的 合成 ; 

(3) 新 生 的 RNA 在 弱化 子 位 点 形成 语 含 G 十 C 的 茎 环 结构 (3 区 和 4 区 ); 

(4) 新 生 的 RNA 在 2 区 和 3 区 形成 葵 环 结构 ,阻止 了 3 区 和 4 区 在 弱化 子 位 点 形成 
富 含 G 十 C 的 蕉 环 结构 

(5) 转录 越过 弱化 子 位 点 ,进入 结构 基因 zrzp EDCBA 。 

4. 一 种 大 肠 杆菌 的 突变 株 ,其 乳糖 操纵 子 的 Pribnow 序列 从 TATGTT 突变 成 
TATAAT。 这 种 突变 株 的 乳 粳 操 纵 子 的 转录 被 发 现 不 再 依赖 于 CAP - cAMP 复合 物 的 
对 此 现象 试 提出 一 种 合理 的 解释 。 

. 如 果 讲 大 肠 杆 菌 zz 操纵 子 前 导 肽 内 的 2 个 逐 玻 的 - Trp 密码 子 突变 成 2 个 
EU， 称 认 为 大和 这 种 交 变 的 弧 隐 能 名 在 无 Trp 但 含有 大 量 的 其 他 各 种 氨基 酸 的 培养 
基 中 能 够 生长 ,形成 正常 的 菌落 吗 ? 

6. 预测 以 下 突变 对 大 肠 杆 菌 的 乳糖 操纵 子 的 转录 有 何 影响 ? 

(1) acOl 的 1 个 突变 改变 ac 阻 遏 蛋白 对 其 中 一 个 碱 基 的 识别 。 

(2) /acT 的 1 个 突变 使 其 不 能 结合 别 乳 糖 ,但 不 影响 DNA 的 结合 。 

(3) /acI 的 1 个 突变 改善 其 SD 序列 与 16S rRNA 3'- 反 SD 序列 的 互补 性 。 

(4) 1 个 突变 使 lacA 基因 出 现 无 义 密码 子 。 

7. 为 什么 负 调 控 系 统 之 中 的 组 成 型 突变 比 正 调控 系统 中 的 组 成 型 突变 常见 ? 

8. 一 种 2 六 前 导 序 列 区 的 突变 导致 突变 体 在 营养 丰富 的 培养 基 上 rz 操纵 子 表达 
水 平 的 下 降 。 然 而 , 当 突 变 体 在 缺乏 Gly 的 培养 基 上 ,zrz 操纵 子 的 表达 则 受到 刺激 。 对 
于 上 述 现象 请 给 以 解释 ,并 预测 突变 体 在 既 无 Gly 又 无 Trp 的 培养 基 上 结果 会 是 如 何 ? 

9. 下 表 中 的 数据 是 通过 不 同 的 分 析 方 法 研究 le 生物 合成 的 一 个 新 的 操纵 子 的 而 
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得 到 的 。 基 因 包 括 ABCDFEF。 
(1) 确定 哪些 基因 编码 酶 .启动 子 和 调节 蛋白? 
(2) 简 述 该 操纵 子 可 能 的 调控 机 制 。 


A 是 部 分 

B 否 否 

作 是 部 分 

也 否 是 

巨 是 部 分 

FE 理 是 
让 且 CHI 契 汪 三 古人 DER 是 ， 十 几 
AH 让 FAH 二 HG 的 时 HR 是 香 


10. 细菌 的 核 苷 酸 还 原 酶 由 两 个 不 同 的 亚 基 组 成 (RR-A 和 RR-B)。 在 生长 的 细 
菌 细胞 内 ,RR-A 和 RR-B 通 常 一 直 表 达 , 两 者 的 表达 水 平 相同 。 然 而 ,如 果 DNA 复制 
受阻 ,dTTP 浓度 升 高 ,那么 这 两 个 亚 基 的 表达 开始 下 降 。 

G) 提出 一 种 可 能 的 机 制 解释 细菌 细胞 内 的 RR-A 和 RR-B 的 表达 是 如 何 协调 一 
致 的 ? 

(2) 细菌 的 核 背 酸 还 原 酶 基因 表达 的 最 高 水 平 相 对 就 低 , 即 使 在 dTTP 浓度 不 高 的 
时 候 。 根 据 细胞 内 RNA 表达 的 量 , 哪 一 个 基因 表达 的 水 平 最 高 ? 什么 原因 导致 它 表 达 
最 高 ? 

(3) 你 如 何 解释 细菌 核 苷 酸 还 原 酶 基因 的 基础 转录 水 平 先 天 不 高 这 一 现象 (不 考虑 
dTTP 浓 度 对 基因 表达 的 影响 ) 。 


推荐 网 站 : 


1 http://en. wikipedia. org/wiki/Regulation_of _gene_expression( 维 基 百 科 有 关 基 
因 表 达 调 控 的 内 容 ) 

2.， https://en. wikipedia. org/wiki/Bacteriophage( 维 基 怕 科 有 关 鸣 菌 体 的 内 容 ) 

3.http://mol-biol4masters， masters。grkraj， org/Molecular _Biology_Table Of 
Contents. html( 印 度 班 加 罗 尔 大 学 G，R. Kantharaj 教授 提供 的 免费 的 面向 硕士 
研究 生 的 分 子 生 物 学 课 , 内 有 许多 关于 原核 生物 基因 表达 调控 的 内 容 和 资料 ) 

4. http://themedicalbiochemistrypage. org/gene-regulation, html( 完 全 免费 的 医学 
生物 化 学 课程 网 站 有 关 基 因 表 达 调 控 的 内 容 ) 

5._ http://www。、tamu。 eduy/faculty/magill/gene310/gene% 20regulation/Gene _ 
RegulationLac. html( 美 国 德 克 萨 斯 农工 大 学 一 门 在 线 遗 传 原 理 课程 有 关 lambda 
噬菌体 基因 表达 调控 的 内 容 ) 
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与 细菌 和 十 菌 一 样 , 真 核 生 物 的 基因 表达 也 受到 严格 的 调控 。 例 如 ,构成 血红 蛋白 
的 珠 蛋白 的 基因 只 在 红细胞 内 表达 ,不 可 能 在 肝 细 胞 内 表达 。 再 如 ,人 肝 细 胞 在 胚胎 时 
期 合成 甲 胎 蛋 白 (e-fetoprotein，AFP) ,成 年 后 就 很 少 合成 了 。 然 而 , 当 肝 细胞 癌变 以 后 ， 
编码 甲 胎 蛋 白 的 基因 会 重新 表达 。 就 一 个 典型 的 高 等 真 核 生物 细胞 而 言 , 其 表达 的 基因 
通常 只 占 其 基因 总 数 的 10% 一 20%%。 

与 细菌 和 十 菌 相 比 * 页 核 生 物 在 基因 表达 的 调控 机 制 方面 有 几 个 显著 的 差别 ,这 些 
差别 主要 反映 在 以 下 三 个 方面 ， 

(1) 调控 的 原因 。 对 于 细菌 和 十 菌 来 说 ,基因 表达 调控 的 主要 目的 是 为 了 更 有 效 和 
更 经 济 地 对 环境 的 变化 做 出 反应 ,而 对 于 多 细胞 真 核 生物 而 言 ,基因 表达 调控 的 主要 目的 
是 细胞 分 化 ,这 就 需要 在 不 同 的 生长 时 期 和 不 同 的 发 育 阶段 具有 不 同 的 基因 表达 样式 。 

(2) 调控 的 层次 。 细 菌 和 十 菌 的 基因 表达 调控 主要 集中 在 转录 水 平 ,但 真 核 生物 的 
基因 表达 在 转录 后 水 平 的 调节 也 很 重要 。 此 外 , 某 些 调控 层次 是 真 核 生物 特有 的 ,比如 
染色 质 水平 .RNA 后 加 工 水 平和 RNA 干扰 等 。 

(3) 调控 的 手段 。 真 核 生物 主要 使 用 正 调控 ,而 细菌 和 古 菌 主要 使 用 负 调控 。 另 
外 ,细菌 和 十 菌 绝 大 多 数 的 基因 组 织 成 操纵 子 ,但 真 核 生物 一 般 无 操纵 子 结构 。 虽 然 线 EGR 为 什么 真 核 生 坊 甸 
虫 的 基因 组 约 有 15 吧 的 基因 组 成 了 操纵 子 结构 ,但 与 细菌 和 古音 不 同 的 是 ,线虫 操纵 子 。 取 棱 蔡 上 组 很 少 使 用 撞 欠 于 
转录 出 来 的 共 转 录 物 需要 被 切割 成 单独 的 mRNA, 并 在 5/- 端 通过 反 式 剪接 " 扣 ” 上 帽子 ， 生生 科 生 间作 全 下。 
然后 才能 被 翻译 。 遇 

真 核 生 物 基因 表达 调控 不 仅 可 以 使 机 体能 更 好 地 适应 内 外 环境 的 变化 ,避免 资源 和 下 
能 源 的 浪费 ,还 可 以 提高 基因 的 编码 能 力 , 让 一 个 基因 编码 出 多 种 蛋白 质 ,此 外 也 是 真 核 
生物 细胞 分 裂 、 分 化 、 瘤 变 、 训 老 和 死亡 的 分 子 基 础 。 例 如 , 原 瘤 基因 过 量 表达 或 抑 瘤 基 
因 表达 不 足 可 导致 细胞 癌变 。 

相 比 于 细菌 和 十 菌 , 真 核 生 物 的 基因 表达 调控 机 制 更 为 复杂 ,但 所 有 的 调控 都 可 以 
归 为 两 类 :一 是 短期 调控 (shortrterm regulation) 一 一 见效 快 ,持续 时 间 短 。 通 过 这 种 机 
制 ,基因 可 根据 环境 的 变化 和 细胞 的 需要 迅速 地 开放 或 关闭 ;二 是 长 期 调控 (long term 
regulation) 一 一 见效 慢 , 持 续 的 时 间 久 。 这 种 机 制 主要 应 用 于 多 细胞 生物 的 发 育 和 细胞 
分 化 。 

本 章 将 从 几 个 不 同 的 层次 分 别 介绍 真 核 生 物 的 基因 表达 的 调控 机 制 ,并 将 重点 介绍 
真 核 生 物 几 种 特有 的 调控 模式 。 


第 一 节 ”在 染色 质 水 平 上 的 基因 表达 调控 


真 核 生物 与 细菌 . 古 菌 在 DNA 转录 方面 有 一 个 显著 的 差别 ,就 是 DNA 模板 的 状态 
不 同 :细菌 无 组 蛋白 ,其 基因 组 DNA 绝 大 多 数 处 于 几乎 完全 裸露 的 状态 ,而 真 核 生 物 的 
细胞 核 DNA 大 部 分 被 结合 的 组 蛋白 帮 挡 。 昌 然 大 多 数 古 菌 也 含有 组 蛋白 ,并 形成 核 小 
体 结构 ,但 己 有 研究 表明 , 古 菌 的 核 小 体 结构 对 其 基因 表达 几乎 没有 什么 影响 。 因 此 , 细 
菌 和 古 菌 的 基因 表达 的 “默认 状态 是 开放 ,其 调控 机 制 主 要 是 通过 阻 遏 蛋白 进行 的 负 调 
控 , 而 真 核 生物 基 因 表 达 的 “默认 状态 ”是 关闭 ,其 调控 机 制 主 要 是 通过 激活 蛋白 进行 的 
正 调 控 。 
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真 核 生 物 的 细胞 核 DNA 与 组 蛋白 和 一 些 非 组 蛋白 构成 染色 质 结 构 , 染 色 质 又 可 以 
分 为 真 染 色 质 和 异 染 色 质 ,其 中 前 者 在 结构 上 较为 松散 ,对 DNA 酶 的 消化 比较 敏感 ,而 
后 者 在 结构 上 更 为 紧密 ,能 够 抵抗 DNA 酶 的 消化 。 实 验证 明 , 具 有 转录 活性 的 区 域 属于 
真 染 色 质 。 

染色 质 是 一 种 动态 可 变 的 结构 ,其 结构 的 变化 能 直接 影响 到 基因 的 表达 ,由 此 可 以 
产生 表 观 遗传 (epigenetic) 。 而 影响 染色 质 结 构 的 主要 因素 有 四 个 :一 是 组 蛋白 的 共 价 修 
饰 ; 二 是 染色 质 重 塑 因子 (chromatin remodeling factor); 三 是 组 蛋白 变 体 (histone 
variant); 四 是 非 编 码 RNA, 特 别 是 IncRNA。 这 四 个 因素 都 会 影响 到 基因 的 表达 ,而 且 
它们 之 间 也 有 关联 。 此 外 ,前 面 提 到 的 组 蛋白 伴侣 也 有 作用 。 


一 \ 组 蛋白 的 化 学 修饰 对 基因 表达 的 影响 


已 有 众多 证 据 表明 ,一 个 基因 在 表达 前 后 ,其 所 在 位 置 的 染色 质 结 构 一 般 会 发 生 重 
塑 。 由 于 染色 质 的 组 成 单位 是 核 小 体 , 因 此 ,染色 质 结构 的 改变 是 从 核 小 体 的 变化 开始 
的 ,而 核 小 体 的 变化 又 是 从 组 蛋白 的 共 价 修饰 或 去 修饰 开始 的 。 

组 蛋白 能 够 经 历 的 共 价 修饰 有 乙酰 化 、( 单 、 双 或 三 ) 甲 基 化 ` 泛 酰 化 .小 泛 素 相关 修 
饰物 修饰 (sumoylation) .磷酸 化、 瓜 氨 酸 化 (Ceitrullination) 生物 素 化 (biotinylation) 和 
ADP -核糖 基 化 等 ,其 中 乙酰 化 和 甲 基 化 修饰 对 染色 质 结 构 和 基因 表达 的 影响 最 大 ( 表 
12 -1)。 就 一 个 特定 基因 而 已 ,其 附近 的 组 蛋白 分 子 上 发 生 什 么 样 的 共 价 修饰 ,决定 了 
它 能 和 否 表达 以 及 表达 的 强度 。 于 是 ,一 种 特定 的 修饰 样式 相当 于 是 一 个 控制 特定 基因 表 
达 的 密码 , 即 组 蛋白 密码 Chistone code) 。 那 些 能 够 改变 组 蛋白 共 价 修饰 模式 的 酶 均 是 组 
蛋白 密码 的 调节 者 。 


表 12-1 组 蛋白 的 不 同化 学 修饰 对 基因 表达 的 影响 


妇 乙酰 化 洒 H3K9,H3K14,H2BK5,H2BK20 Te -转录 激活 
单 甲 基 化 SS 六 证 类 了 3R17， 转录 激活 
H3R8 转录 阻 遇 
双 甲 基 化 HIK26,H3K5,H3K27 转录 阻 歇 
 H3K79 PAY 转录 激活 
三 甲 基 化 H3K4 和 转录 激活 
H3K9,H3K27,H 了 2BK5 本 = 转录 阻 遏 
磷酸 化 H1S27 转录 激活 
再 3T3,H3S10,H4S1 转录 激活 
小 泛 素 相关 修饰 物 修饰 “酵母 的 H2BK6 或 H2BK7 转录 阻 遇 
泛 酰 化 酵母 H2BK123 转录 激活 


除了 瓜 氨 酸化 以 外 ,其 他 共 价 修饰 都 是 可 逆 的 。 一 个 组 蛋白 密码 从 写 人 、 到 阅读 、 再 
到 撩 除 , 共 涉及 三 类 不 同 的 蛋白 质 : 第 一 类 是 将 乙酰 基 , 甲 基 或 其 他 化 学 标识 写 人 组 蛋白 
分 子 上 的 “ 写 人 器 ”(writer), 即 修饰 酶 ;第 二 类 是 识别 并 结合 一 种 组 蛋白 分 子 上 被 写 人 的 
化 学 标识 的 “阅读 器 "(reader) ;第 三 类 是 去 除 组 蛋白 上 被 写 人 的 各 种 化 学 标识 的 “ 控 除 
器 ”(eraser), 即 去 修饰 酶 。 构 成 核 小 体 组 蛋白 八 聚 体 核心 的 每 一 个 组 蛋白 分 子 都 有 一 个 
柔性 的 N 端 尾巴 ,此 尾巴 从 核 小 体 的 表面 伸 出 ,成 为 各 种 写 人 器 写 人 的 主要 位 点 。 此 外 ， 
组 蛋白 位 于 核 小 体内 部 的 结构 域 也 可 能 发 生 某 种 化 学 修饰 。 

组 蛋白 乙酰 化 修饰 的 对 象 是 Lys 残 基 。 催 化 组 蛋白 发 生 乙酰 化 和 去 乙酰 化 反应 的 
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酶 分 别 是 组 和 蛋白 乙酰 转移 酶 (histone acetyltransferase，HAT) 和 组 蛋白 去 乙酰 酶 
(Chistone deacetylase，HDAC) (图 12- 1)。 组 蛋白 的 乙酰 化 修饰 至 少 具 有 三 个 功能 (图 
12-2):(1) 中 和 Lys 残 基 侧 链 上 的 正 电 荷 而 减弱 组 蛋白 与 DNA 的 亲和力 ;(2) 招募 其 
他 刺激 转录 的 激活 蛋白 和 辅 激 活 蛋白 ;(3) 启动 染色 质 重 塑 。 以 上 三 个 方面 均 有 利于 基 
因 转录 的 发 生 。 


乙酰 化 组 蛋白 
活性 染色 质 


去 乙酰 化 组 蛋白 
无 活性 染色 质 
食 12-1 组 蛋白 乙酰 化 或 去 乙酰 化 与 染色 质 转录 活性 的 关系 


已 发 现 多 种 瘤 细 胞 内 的 组 蛋白 表现 为 乙酰 化 不 足 (hypoacetylation) , 这 些 瘤 细胞 内 
的 HDAC 水 平 过 高 。 在 瘤 细 胞 内 ,过 量 的 HDAC 可 能 阻止 了 控制 细胞 正常 活性 的 基因 
的 表达 ,因此 ,HDAC 的 抑制 剂 是 有 可 能 用 来 治疗 癌症 的 。 事 实 上 ,2006 年 10 月 26 日， 
美国 食品 和 药品 监督 管理 局 (FEDA) 批 准 了 一 种 治疗 皮肤 工 细胞 淋巴 瘤 (cutaneous T-cell 
lymphoma,CTCL) 的 药物 一 一 伏 立 诺 他 (vorinostat) , 它 就 是 HDAC 的 抑制 剂 。 

组 蛋白 甲 基 化 修饰 的 对 象 是 Lys 和 Arg 残 基 。 与 乙酰 化 修饰 不 同 的 是 ,Lys 的 甲 基 
化 修饰 有 单 甲 基 化 、 双 甲 基 化 和 三 甲 基 化 三 种 形式 ,另外 ,Lys 甲 基 化 修饰 并 不 影响 原来 
侧 链 基 团 所 带 的 正 电 荷 。 与 乙酰 化 相似 的 是 ,组 蛋白 所 发 生 的 甲 基 化 修饰 也 是 可 逆 的 : 
催化 甲 基 化 修饰 的 酶 是 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 (histone methyltransferase,HMT) , 甲 基 化 供 
体 与 DNA 和 RNA 甲 基 化 的 供 体 一 样 ,都 是 SAMI; 催化 去 甲 基 化 修饰 的 酶 是 组 蛋白 去 甲 
基 转 移 酶 (histone demethyltransferase,HDMT) 。 不 同位 置 的 Lys 或 Arg 所 发 生 的 不 同 
形式 的 甲 基 化 修饰 可 作为 特别 的 信息 标记 ,被 一 些 含 有 特殊 结构 域 的 蛋白 质 识 别 、 结 合 ， 
从 而 影响 到 修饰 点 附近 的 染色 质 构象 ,进而 影响 到 基因 的 表达 。 与 乙酰 化 修饰 不 同 的 
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是 , 甲 基 化 对 基因 表达 对 影响 可 能 是 激活 ,也 可 能 是 阻 遇 。 例 如 ,Hg3 在 Lys4 发 生 的 三 甲 
基 化 (H3K4me3) 为 转录 激活 ,而 H3 在 Lys9 发 生 的 双 甲 基 化 (H3K9me2) 则 是 转录 阻 遏 。 

组 蛋白 分 子 上 的 Lys 残 基 还 可 以 发 生 单 泛 酰 化 修饰 ,这 种 化 学 修饰 主要 从 三 个 方面 
影响 到 基因 表达 :(1) 直接 改变 染色 质 的 结构 ,让 参与 转录 的 酶 或 转录 因子 能 够 接触 到 
DNA 模板 ;(2) 结合 在 组 蛋白 的 泛 素 可 作为 一 些 激活 蛋白 或 阻 遏 蛋白 的 结合 位 点 ,从 而 
有 利于 招募 调节 蛋白 ;(3) 诱导 组 蛋白 进行 其 他 形式 的 化 学 修饰 。 

组 蛋白 的 小 泛 素 相关 修饰 物 修饰 与 泛 栈 化 相近 ,也 是 发 生 在 工 ys 残 基 上 。 这 种 化 学 
修饰 可 将 HDAC 和 蜡染 色 质 结合 蛋白 1(heterochromatin protein 1, HP1) 招 募 过 来 ,从 而 
阻 遏 基因 的 表达 。 

组 蛋白 在 多 种 蛋白 质 激酶 的 催化 下 可 发 生 磷 酸化 修饰 ,能 被 修饰 的 残 基 就 是 三 种 羟 
基 氮 基 酸 。 磷 酸化 修饰 可 直接 将 负电 荷 引入 到 组 蛋白 分 子 之 中 ,因此 一 般 可 降低 组 蛋白 
与 DNA 之 间 的 亲和力 ,有 利于 染色 质 采 取 开 放 的 构象 状态 ,从 而 激活 一 些 基因 的 表达 。 
例如 ,哺乳 动物 体内 的 H3 在 Serl0 和 Ser28 发 生 磷酸 化 修饰 (H3S10 和 H3S28) 就 可 以 
激活 一 些 基因 的 表达 。 此 外 ,组 蛋白 的 磷酸 化 修饰 还 参与 DNA 修复 、 细 胞 凋 亡 和 染色 质 
的 浓缩 或 去 浓缩 。 

在 ADP -核糖 基 转 移 酶 (ADP-ribosyltransferase) 的 催化 下 ,组 蛋白 还 可 发 生 ADP - 
核糖 基 化 修饰 ,被 修饰 的 氨基 酸 残 基 是 Arg 或 Lys,ADP -核糖 基 的 供 体 是 NAD- 。ADP- 
核糖 基 化 修饰 有 单 ADP -核糖 基 化 和 多 聚 ADP -核糖 基 化 。 这 种 化 学 修饰 特别 是 多 涌 
ADP -核糖 基 化 修饰 ,可 将 大 量 的 负电 荷 引 和 人 到 组 蛋白 分 子 之 中 , 而 不 利于 核 小 体 结构 
的 稳定 ,但 却 有 利于 基因 的 转录 。 
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组 和 蛋白 的 瓜 氨 酸化 是 指 组 蛋白 分 子 中 某 一 个 Arg 残 基 转变 为 瓜 氮 酸 的 过 程 , 它 是 在 
肽 酰 精 氨 酸 脱 亚 氨基 酶 (peptidylarginine deiminase,PAD) 的 催化 下 完成 的 。 这 种 修饰 就 
像 Lys 的 乙酰 化 一 样 , 可 导致 组 蛋白 丢掉 1 个 正 电 荷 , 从 而 可 以 减弱 组 蛋白 与 DNA 的 亲 
和 力 , 有 利于 激活 某 些 基因 的 表达 。 但 这 种 修饰 可 能 影响 到 Arg 发 生 的 甲 基 化 修饰 ,这 
样 反而 不 利于 基因 的 表达 。 
组 蛋白 的 生物 素 化 是 发 生 在 组 蛋白 分 子 上 比较 少见 的 化 学 修饰 ,被 修饰 的 氨基 酸 残 
基 也 是 Lys, 如 H4 在 Lysl2 可 发 生 这 种 化 学 修饰 (CH4K12Bio)。 已 发 现 ,生物 素 化 也 可 
影响 到 核 小 体 的 结构 ,从 而 导致 一 些 基 因 表 达 受 到 阻 遏 。 (ETEE 和 组 买 白 的 各 种 化 学 


二 染色 质 重 塑 因子 对 基因 表达 的 影响 


染色 质 重 塑 是 指 在 依赖 于 ATP 的 核 小 体重 塑 复 合 物 的 调节 下 ,组 蛋白 受到 ATP 水 
解 的 驱动 , 沿 着 DNA 发 生 移 位 而 导致 核 小 体 之 间 的 间距 发 生 改变 ,甚至 产生 无 核 小 体 染 
色 质 或 浓缩 染色 质 的 过 程 . 通过 重 塑 ,染色 质 结 构 可 以 朝 两 个 相反 的 方向 转变 ,一 个 有 
利于 基因 的 转录 ,一 个 则 抑制 基因 的 转录 。 

无 论 是 向 哪 一 个 方向 转变 ,都 需要 两 类 和 蛋白质 复 合 物 的 参与 。 如 果 是 朝 有 利于 转录 
的 方向 进行 重 塑 ,就 需要 了 AT 复合 物 和 促进 染色 质 采 取 松 散 构 象 的 重 塑 因子 。 前 一 类 
复合 物 包 括 CBP/p300 复合 物 和 SAGA 复合 物 等 ,其 中 CBP/p300 可 能 是 最 重要 的 ,因为 
它 可 以 和 一 系列 参与 转录 的 转录 因子 相互 作用 ,后 一 类 复合 物 包括 Swi Snf 因子 和 RSC 
复合 物 。 

CBP/p300 复合 物 由 CBP 和 p300 组 成 ,两 者 具有 相似 的 结构 ,其 中 CBP 就 是 cAMP 
反应 元 件 结合 蛋白 的 结合 蛋白 (cAMP response element binding protein binding protein， 
CREBBP) 。CBP/p300 以 三 种 方式 提高 基因 的 表达 水 平 :(1) 通过 自 带 的 HAT 活性 , 改 
变 染 色 质 的 构象 ,使 其 变 得 松散 ;(2) 有 助 于 RNAPT 和 基础 转录 因子 招募 到 启动 子 上 ， 
《3) 充当 其 他 调节 转录 的 蛋白 质 与 基础 转录 复合 物 作 用 的 接头 分 子 。 已 发 现 ,CBP 参与 
调控 多 种 基因 的 表达 ,特别 是 与 细胞 生长 和 分 裂 的 基因 。CBP 基因 的 突变 可 导致 
Rubinstein-Taybi 综合 征 (Rubinstein-Taybi syndrome) 或 阔 手 指 巨 趾 综 合 征 。 该 综合 征 
的 症状 表现 为 短 粗 拇指 ( 趾 ) .精神 发 育 障碍 和 高 口 盖 等 特异 面貌 。 

SAGA 复 台 物 也 是 一 类 带 有 HAT 活性 的 多 亚 基 复 合 物 , 同 时 还 具有 脱 泛 酰 酶 的 活 
性 , 它 主 要 催化 H3 的 乙酰 化 。 

Swi/Snf 因子 和 RSC 复合 物 都 由 多 个 亚 基 组 成 ,具有 依赖 于 DNA 的 ATP 酶 活性 ， 
通过 水 解 ATP 提供 的 能 量 ,导致 核 小 体 DNA 在 核 小 体 的 表面 形成 突 环 结构 ,或 者 让 核 
小 体 发 生 滑 移 ,或 者 让 组 蛋白 八 聚 体 转移 出 去 ,而 使 染色 质 的 结构 得 以 重 塑 。 经 过 重 塑 , 
染色 质 内 与 各 种 基因 转录 有 关 的 顺 式 元 件 得 以 暴露 ,这 有 利于 相应 的 反 式 作用 因子 的 识 
别 和 结合 ,从 而 启动 转录 。 参 与 重 塑 过 程 的 重 塑 因子 通常 有 所 谓 的 “省 ”结构 域 
(bromodormnain) ,此 结构 域 在 进化 上 高 度 保守 ,由 约 110 个 氨基 酸 残 基 折 释 成 的 四 螺旋 束 
(four-helix bundle) 组 成 ,负责 与 组 蛋白 分 子 上 乙酰 化 的 Lys 残 基 结 合 。 

如 果 是 朝 不 利于 转录 的 方向 进行 重 塑 ,就 需要 HDAC 复合 物 和 促进 染色 质 浓 缩 的 
重 塑 因子 。 已 发 现 的 Sin3-Rpd3 复合 物 就 是 一 种 HDAC 复合 物 , 其 中 Sin3 是 辅 阻 遏 蛋 
和 白 ,Rpd3 具有 HDAC 的 活性 。 

在 一 个 细胞 内 ,会 同时 存在 多 个 不 同 的 染色 质 重 塑 复 合 物 : 某 些 用 来 松散 染色 质 ,使 
异 染 色 质 变 成 真 染色 质 , 从 而 启动 一 个 基因 的 表达 ;相反 , 某 些 用 来 浓缩 染色 质 , 使 真 染 
色 质 变 成 异 染 色 质 ,从 而 关闭 一 个 基因 的 表达 (图 12 - 3)。 总 之 , 若 要 激活 一 个 基因 的 表 
达 , 首 先 就 需要 一 种 激活 蛋白 与 该 基因 附近 的 增强 子 结合 。 而 一 旦 激活 蛋白 结合 上 去 ， 
它 一 方面 将 HAT 复合 物 (CBP/p300 复合 物 或 SAGA 复合 物 等 ) 招 募 进 来 , 另 一 方面 它 
又 通过 辅 激活 蛋白 和 介 导 和 蛋白 ,与 基础 转录 因子 和 RNAPT 相互 作用 。 招 募 进 来 的 
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个 12-3 组 蛋白 的 修饰 与 染色 质 构象 变化 的 关系 


HAT 复合 物 催化 附近 的 组 蛋白 发 生 乙酰 化 修饰 ,而 被 修饰 的 组 蛋白 又 将 染色 质 重 塑 因 
子 (Swi/Snf 因子 或 和 RSC 复合 物 ) 招 募 进来 。 新 "入 盟 ?" 的 重 塑 因子 以 水 解 ATP 为 动 
力 ,促使 染色 质 的 构象 变 得 更 加 松散 ,以 暴露 启动 子 和 其 他 顺 式 作 用 元 件 , 方 便 基础 转录 
因子 和 RNAPI 的 识别 和 结合 。 一 且 基 础 转录 因子 和 RNAP 开 结 合 上 来 ,一 种 庞大 的 
预 起 始 转录 复合 物 便 形 成 了 ;反之 ,如 果 要 阻 遇 一 个 基因 的 表达 ,首先 就 需要 一 种 阻 遏 蛋 
白 与 该 基因 附近 的 沉默 子 结合 。 而 一 旦 阻 遇 蛋白 结合 上 去 , 它 即 将 HDAC 复合 物 (Sin3/ 
Rpd3 复合 物 ) 招 募 进 来 。 招 募 进来 的 HDAC 复合 物 催化 附近 的 组 蛋白 发 生 脱 乙酰 化 反 
应 ,而 丢掉 乙酰 基 的 组 蛋白 再 将 促进 染色 质 浓缩 的 重 塑 因子 招募 进来 ,促使 染色 质 的 浓 
缩 , 使 启动 子 和 其 他 顺 式 作 用 元 件 难 以 识别 ,于 是 基因 表达 之 门 被 关闭 了 。 

以 酵母 细胞 参与 交配 的 HO 内 切 酶 的 基因 的 转录 激活 为 例 ( 图 12 - 4) :首先 需要 一 
种 激活 蛋白 SWI5P 与 其 增强 子 结合 ,然后 再 通过 HAT(SAGA 复合 物 ) .染色 质 重 塑 因 
子 (Swi/Snf 复合 物 ) .激活 蛋白 SBP 和 介 导 和 蛋白 的 依次 作用 ,最 后 将 基础 转录 因子 和 
RNAPI 招 募 到 HO 基因 的 核心 启动 子 上 ,由 此 启动 它 的 转录 。 


三 \ 组 蛋白 变 体 对 基因 表达 的 影响 


所 有 真 核 细胞 内 的 组 蛋白 都 具有 五 种 标准 的 形式 一 -Hl.、H2A、H2B,、H3 和 了 4。 
这 五 种 标准 的 形式 由 多 个 拷贝 的 基因 编码 ,在 进化 上 高 度 保 守 。 与 此 同时 ,细胞 内 还 存 
在 与 这 五 种 标准 形式 相对 应 的 不 同 变 体 。 这 些 变 体 的 氨基 酸 序列 与 相应 的 标准 组 蛋白 
在 一 级 结构 上 差别 可 能 很 小 ,也 可 能 很 大 ,表达 的 方式 可 能 是 组 成 型 ,也 可 能 具有 组 织 特 
异性 。 编 码 这 些 变 体 的 基因 与 相应 的 标准 组 蛋白 的 基因 并 不 呈 等 位 基因 的 关系 ,而 且 通 
常 是 单 拷贝 。 有 些 变 体 与 相应 的 标准 组 蛋白 相 比 ,在 与 DNA 结合 的 性 质 上 差别 很 大 , 故 
在 取代 相应 的 标准 组 蛋白 以 后 ,会 改变 核 小 体 和 染色 质 的 结构 ,进而 有 可 能 影响 到 基因 
的 表达 。 

如 果 一 种 变 体 代替 了 相应 的 标准 组 蛋白 参 和 人 到 一 个 或 多 个 核 小 体 结构 之 中 ,就 等 于 
在 染色 质 上 创造 了 一 些 “ 特 区 ”, 或 者 打上 了 特殊 的 标记 。 这 些 特 化 的 区 域 或 者 特殊 的 标 
记 可 能 具有 多 种 不 同 的 功能 ,但 最 重要 的 功能 可 能 是 调节 特定 的 基因 表达 。 例 如 ,H2A 
有 一 种 最 常见 的 变 体 叫 H2A. Z, 它 在 C 端的 序列 和 长 度 明 显 不 同 于 标准 的 H2A。 已 发 
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染色 质 重 塑 因 子 以 水 解 ATP 为 动力 ， 驱 


结合 的 增强 子 序列 因此 暴露 。 
| SBp 与 相应 的 增强 子 结合 
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二 SBP 通 过 介 导 蛋白 将 RNA 聚 合 酶 
人 和 基础 转录 因子 招募 到 核心 启动 
子 ， 转 录 因 此 被 启动 


ar RNA 聚 合 酶 


合 12-4 酵母 HO 基因 的 转录 激活 


现 它 可 在 染色 质 许多 区 域 取 代 H2A, 而 这 种 取代 是 目前 所 有 测试 动物 的 发 育 和 生存 所 
必需 的 。 

组 蛋白 变 体 对 基因 表达 的 影响 是 多 方面 的 。 以 最 早 在 四 膜 虫 细胞 内 发 现 的 H2A. Z 
为 例 , 它 的 参 人 与 具有 转录 活性 的 染色 质 相 偶 联 ;后 来 在 酵母 细胞 中 发 现 ,H2A. Z 位 于 
异 染 色 质 的 两 侧 , 其 存在 能 阻止 异 染色 质 向 周围 真 染 色 质 区 域 扩散 ;另外 ,在 酵母 的 真 染 
色 质 区 ,几乎 所 有 基因 的 启动 子 区 都 存在 带 有 H2A. 2 的 核 小 体 , 它 经 常 出 现在 无 核 小 体 
的 启动 子 两 侧 的 2 个 核 小 体内 。 但 这 种 核 小 体 的 存在 ,可 能 激活 也 可 能 阻 遇 基因 的 表达 。 


真 核 生 物 的 基因 表达 调控 
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组 蛋白 的 变 体 除了 参与 调节 基因 表达 以 外 ,还 能 参与 维护 基因 组 的 稳定 。 例 如 ,在 
所 有 研究 过 的 真 核 生物 体内 ,H3 的 变 体 CenH3 是 细胞 分 裂 中 期 染色 体 的 精确 分 离 所 必 
需 的 。 再 如 ,H2A 的 变 体 H2AX 在 DNA 双 链 发 生 断 裂 以 后 ,其 Serl90 发 生 磷酸 化 修 
饰 ,这 种 修饰 对 于 双 链 修复 系统 及 时 修复 双 链 断裂 十 分 重要 。 


四 incRNA 对 基因 表达 的 影响 


真 核 细胞 内 长 度 大 于 200 nt 的 非 编 码 RNA 一 般 通 称 为 InceRNA, 它们 以 前 曾 被 认 
为 是 基因 转录 的 "噪音 ”, 一 度 还 因为 功能 不 详 被 称 为 基因 组 的 “暗物质 *。 现 在 已 发 现 它 
们 可 以 多 种 方式 参与 调控 真 核 生物 的 基因 表达 ,如 在 染色 质 水 平 、. 转 录 水 平 、 转 录 后 加 工 
水 平和 翻译 水 平等 ,还 有 的 lncRNA 甚至 充当 抑 瘤 基 因 调 节 细 胞 的 生长 ,因此 它们 的 表 
达 异 常 可 导致 一 些 疾病 的 发 生 。 这 里 只 介绍 IncRNA 在 染色 质 水 平 是 如 何 调节 基因 表 
达 的 。 根 据 www. IncRNAdb. org 网 页 提供 的 最 新 数据 ,到 2016 年 4 月 25 日 为 止 ,已 有 
296 种 IncRNA 的 功能 得 到 注释 。 

以 哺乳 动物 细胞 内 一 种 叫 Hox 反 义 基因 间 RNA(Hox antisense intergenic RNA， 
HOTAIR) 的 IncRNA 为 例 , 它 从 GOXC 基因 座次 内 两 个 相 邻 基因 之 间 的 某 个 位 置 开 始 
转录 ,与 旁 边 的 了 OXC11 和 TOXC12 基因 转录 物 呈 反 义 。 已 发 现 , 它 在 基因 组 的 多 个 
位 点 可 将 多 梭 阻 遇 复 合 物 2(polycomb repressive complex2，PRC2) 等 染色 质 重 塑 因子 招 
募 到 作用 位 点 ,调节 细胞 的 表 观 遗传 状态 ,从 而 影响 到 基因 的 表达 。PRC2 具有 HMT 的 
活性 ,主要 催化 组 蛋白 H3 的 Lys27 三 甲 基 化 (H3K27me3) 修 饰 , 这 种 修饰 是 转录 沉默 染 
色 质 的 一 个 标记 。 

再 以 雌性 哺乳 动物 细胞 内 的 Xist RNA 和 TsixRNA 为 例 , 这 两 种 IncRNA 对 于 调节 
性 染色 质 构 象 的 变化 进而 维持 两 性 基因 剂量 的 平衡 非常 重要 。 肉 性 哺乳 动物 在 胚胎 发 
育 到 原 肠 胚 形 成 的 时 候 , 外 胚层 细胞 有 一 条 和 染色 质 经 过 浓缩 和 甲 基 化 而 随机 地 灭 活 ， 
变 成 高 度 浓缩 的 巴 氏 小 体 (Barr body) , 以 维持 与 只 售 一 条 X 染色 质 的 雄性 哺乳 动物 具 
有 相同 的 基因 表达 水 平 。Xist RNA 长 约 17 kb, 由 染 色 质 上 的 灭 活 中 心 C(inactivation 
center) 内 一 个 叫 XTST 的 基因 编码 。Tsix RNA 长 约 50 kb, 它 有 部 分 序列 与 Xist RNA 
互补 。X 染色 质 的 随机 失 活 过 程 大 致 如 下 :(1) 在 胚胎 发 育 的 早期 ,两 个 X 染 色 质 上 的 
XTST 基 因 都 有 转录 活性 ,但 转录 出 来 的 Xist RNA 会 很 快 水 解 ;(2) 其 中 有 一 条 X 染色 
质 开 始 表达 Tsix RNA。 受 Tsix RNA 和 其 他 一 些 因素 的 作用 ,这 一 条 XXX 染色 质 因为 在 
其 XTST 基 因 的 启动 子 附近 的 CG 岛 发 生 甲 基 化 而 不 再 表达 , 它 将 来 会 处 于 活性 的 状态 
(Xa);(3) 另外 一 条 共 染 色 质 上 的 XTST 基因 则 继续 转录 。 转 录 出 来 的 Xist RNA 的 前 
体 经 过 后 加 工 以 后 (剪接 和 加 尾 ) , 沿 着 表达 它 的 X 染色 质 积 累 , 但 并 不 扩散 到 另外 一 条 
X 染 色 质 上 ,而 是 包 被 在 这 条 表达 它 的 X 染 色 质 上 ,通过 招募 一 些 蛋 白质 复合 物 阻 断 其 
他 基因 的 表达 ,并 逐步 诱导 此 染色 质 浓缩 为 无 转录 活性 的 巴 氏 小 体 (Xi) 。 受 到 招募 的 蛋 
白质 包括 组 蛋白 的 一 种 变 体 一 一 H2A1.2、.HDAC 和 HMT。 受 Xist RNA 招募 的 复合 物 
在 X 染 色 体 上 只 有 一 个 进入 点 ,就 是 XITST 基 因 本 身 ;(4) 在 不 同 的 修饰 酶 的 作用 下 ,Xi 
上 的 组 蛋白 处 于 高 度 的 脱 乙酰 化 ,其 上 的 H3 组 蛋白 在 Lys9 残 基 上 发 生 三 甲 基 化 修饰 
(CH3K9me3) ,而 Xa 上 的 组 蛋白 处 于 高 度 的 乙酰 化 ,其 上 的 H3 组 蛋白 则 在 Lys4 残 基 上 
发 生 三 甲 基 化 修饰 (CH3K4me3)。 催 化 Lys 三 甲 基 化 修饰 的 为 PRC2。 此 外 ,Xi 在 基因 的 
启动 子 上 发 生 高 度 的 甲 基 化 修饰 ,而 Xa 在 基因 的 内 部 即 基因 本 体 (gene body) 上 则 有 更 
多 的 甲 基 化 修饰 ;(5) 经 过 随机 失 活 的 细胞 将 来 分 裂 的 时 候 , 形 成 的 子 细胞 内 的 X 染 色 
质 将 维持 原来 的 失 活 样式 。 

最 后 以 雄 果 晶 细 胞 内 的 两 种 IncRNA 一 一 roX1(3 700 nt) 和 roX2(600 nt) 为 例 , 它 们 
在 雄性 果 蝇 细胞 内 ,参与 单个 X 染 色 质 转录 活性 加 倍 的 过 程 , 以 维持 与 上 肉 性 果 蝇 相同 的 
基因 表达 水 平 。 这 两 种 RNA 在 雄 果 晶体 内 的 功能 是 负责 雄性 特异 性 致死 (male specific 


lethal，MSL) 蛋 白质 复 合 物 的 组 装 。MSL 复合 物 组 装 好 以 后 ,与 X 染 色 质 结合 ,促进 X 
染色 质 上 的 H4 组 蛋白 的 Lysl6 发 生 乙 酰 化 修饰 (CH4K16ac) ,从 而 提高 X 染 色 质 上 的 基 
因 转 录 水 平 。MSL 复合 物 在 果 蝇 基因 组 上 约 有 35 个 进入 点 (entry site) ,其 中 有 2 个 为 
编码 roX1/rox2 基因 的 位 点 。 


第 二 节 在 DNA 水 平 上 的 基因 表达 调控 


真 核 生物 在 DNA 水 平 上 调控 基因 表达 的 手段 有 :DNA 扩 增 (CDNA amplification) 、 
DNA 重 排 . 基 因 技 失 (gene loss) .DNA 甲 基 化 .DNA 印记 (CDNA imprinting) 和 启动 子 的 
可 变 使 用 等 。 


一 、DNA 扩 增 


这 是 通过 增加 特定 基因 的 拷贝 数 来 提高 基因 表达 效率 的 一 种 手段 。 一 般 而 言 , 使 用 
这 种 手段 来 进行 调控 的 基因 产物 是 细胞 在 较 短 时 间 内 或 在 特定 的 发 育 阶 段 大 量 需要 的 。 
当 其 他 提高 基因 表达 的 调控 手段 已 到 达 极 限 的 时 候 ,DNA 扩 增 就 显得 尤为 重要 。 

例如 , 果 蝇 的 绒毛 膜 (chorion) 基 因 编 码 的 卵 壳 蛋白 用 来 包 被 卵 母 细 胞 ,该 基因 只 是 
在 卵子 形成 (oogenesis) 的 晚期 阶段 由 环绕 卵 母 细 胞 的 卵泡 细胞 表达 ,这 种 细胞 已 丧失 分 
裂 能 力 ,但 通过 特定 的 基因 扩 增 ,可 大 大 增加 绒毛 膜 基 因 的 拷贝 数 , 再 加 上 每 一 个 基因 拷 
贝 的 高 效 转录 和 翻译 ,导致 绒毛 膜 蛋白 的 产量 能 在 短 时 间 内 剧 增 , 从 而 保证 了 卵 壳 能 够 
在 5 个 小 时 左右 形成 。 已 发 现 , 果 蝇 基因 组 含有 两 复 绒 毛 膜 基 因 ,每 一 复 绒 毛 膜 基因 在 
转录 之 前 进行 扩 增 。 扩 增 是 通过 在 一 个 基因 簇 内 进行 多 轮 DNA 复制 起 动 和 复制 叉 向 两 
边 持续 移动 而 完成 的 ,得 到 的 扩 增 产物 一 层 套 一 层 , 有 点 像 洋 葱 皮 结 构 , 因 此 这 种 局 部 复 
制 DNA 的 方式 称 为 “洋葱 皮 复 制 "(onion skin replication)( 图 12-5)。 
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再 如 ,两 栖 动 物 的 成 熟 卵细胞 在 受精 后 ,其 编码 TRNA 的 基因 (5S rRNA 基因 除外 ) 
即 rDNA 使 用 滚 环 复制 大 量 扩 增 ,拷贝 数 可 增加 2 000 倍 。 很 显然 ,这 是 为 受精 卵 在 随后 
分 裂 和 分 化 过 程 中 需要 有 大 量 核糖 体 来 合成 大 量 的 蛋 和 白质 而 准备 的 。 


章 ，” 真 核 生物 的 基因 


此 外 , 氮 甲 基 喉 叭 是 哺乳 动物 细胞 二 氧 叶酸 还 原 酶 CDHFR) 的 抑制 剂 , 若 将 哺乳 动 《ED 作 认 为 为 什么 


物 细 胞 放 在 含有 这 种 抑制 剂 的 培养 基 上 培养 , 绝 大 多 数 细胞 就 会 死亡 ,但 少数 细胞 却 能 
幸运 地 生存 下 来 。 这 些 存 活 下 来 的 细胞 在 包含 DEFR 基因 的 DNA 区 段 ,通过 局 部 的 滚 
环 复 制 扩 增 了 近 4 000 倍 , 使 DHFR 的 表达 量 显著 增加 ,从 而 对 氨 甲 基 唆 叭 的 抑制 作用 
产生 了 抗 性 。 

DNA 扩 增 并 不 总 是 一 件 好 事 , 某 些 基 因 的 不 适当 扩 增 可 导致 机 体 的 病变 。 已 发 现 ， 
一 些 癌症 就 是 因为 某 些 原 癌 基因 (如 cyc) 不 正常 的 扩 增 引起 的 。 


二 、DNA 重 排 
真 核 生 物 使 用 DNA 重 排 进行 基因 表达 调控 的 典型 例子 有 三 个 ,一 是 也 淋巴 细胞 在 
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成 熟 过 程 中 其 编码 抗体 轻 链 和 重 链 的 基因 分 别 经 历 的 程序 性 重 排 (programmed 
rearrangement), 二 是 锥 体 虫 在 宿主 体内 其 主要 表面 抗原 基因 发 生 的 重 排 , 三 是 酿酒 酵母 
在 交配 型 转换 过 程 中 发 生 的 基因 重 排 。 此 外 , 工 淋 巴 细胞 表达 的 工 细 胞 受 体 (T-cell 
receptor，TCR) 具 有 与 马 淋巴 细胞 表达 的 抗体 相似 的 多 样 性 ,而 多 样 性 产生 的 机 理 类 似 
于 抗体 重 链 基 因 的 重 排 。 

(一 ) 高 等 动物 抗体 基因 的 程序 性 重 排 

抗体 是 高 等 动物 体液 免疫 的 基础 ,其 近乎 天 文 数字 的 多 样 性 曾 叫 人 百 思 不 得 其 解 ， 
以 人 类 为 例 , 估 计 1 个 人 至 少 可 产生 10? 种 特异 性 不 同 的 抗体 ,但 人 类 基因 组 编码 蛋白 
质 的 基因 总 数 在 2 万 多 个 。 那 么 这 么 少 的 基因 如 何 能 够 编码 出 如 此 繁多 的 蛋白 质 呢 ? 

为 了 解释 抗体 的 多 样 性 ,先后 有 人 提出 了 生殖 细胞 学 说 (the germ line theory) 和 体 
细胞 突变 学 说 (the somatic mutation theory) 。 前 一 种 学 说 认为 ,一 个 物种 的 每 一 个 个 体 
本 来 就 有 编码 所 有 抗体 的 基因 ,它们 都 是 从 亲 代 遗传 而 来 的 ;后 一 种 学 说 则 认为 ,生殖 细 
胞 含有 有 限 的 抗体 基因 。 然 而 ,在 也 细胞 成 熟 的 过 程 中 ,抗体 基因 发 生 了 突变 ,而 不 同 的 
也 细胞 带 有 不 同 的 突变 ,从 而 产生 不 同 的 抗体 。 这 两 种 学 说 虽然 都 带 有 某 些 正 确 的 成 
分 ,但 都 无 法 从 根本 上 解释 抗体 多 样 性 产生 的 机 制 。 

1965 年 ,就 在 发 现 构成 抗体 的 瓦 链 和 L 链 都 是 由 V 区 和 C 区 组 成 以 后 不 久 ， 
William J，Dryer 和 Joe Claude Bennett 提出 了 一 种 能 节省 抗体 基因 空间 的 双 基 因 学 说 
(The tworgene theory)。 该 学 说 认为 ,一 种 生物 只 有 一 个 编码 于 链 或 工 链 C 区 的 基因 ， 
但 含有 多 个 编码 V 区 的 基因 ,既然 C 区 至 少 占据 了 整个 抗体 的 一 半 , 那 么 通过 这 样 的 组 
织 , 首 先 减少 了 至 少 50 妈 的 抗体 基因 。 随 后 ,在 也 细胞 成 熟 过程 中 ,可 能 是 V 区 基因 和 
C 区 基因 ,或 者 V 区 mRNA 和 
C 区 mRNA, 或 者 V 区 肽 段 和 
C 区 肽 段 再 连接 起 来 。 由 于 这 从 
骨 艇 瘤 细胞 


种 学 说 与 当时 传统 的 基因 结构 生殖 细胞 
和 蛋白 质 合成 的 观念 相悖 ,因此 分 离 “| 分 次 PNA 
并 没有 受到 人 们 的 注意 。 只 是 Wo 
过 了 11 年 ,在 限制 性 内 切 酶 被 ER 一 
发 现 以 后 ,两 位 在 瑞士 工作 的 日 多 全 rRNA | RE 化 | 
本 科学 家 Nobumichi Hozumi 和 限制 
Susumu Tonegawa 用 实验 证 片段 
明 ,Dryer 和 Bennett 的 观点 基 
本 是 正确 的 。 与 单 链 的 DNA N\ 电 沪 

在 实验 中 (图 12 - 6)， 限制 片段 杂交 
Hozumi 和 Tonegavwa 首先 使 用 富 
一 种 限制 性 内 切 酶 ,分 别 消化 
从 骨 艇 瘤 (Cmyeloma) 细 胞 和 生 
殖 细胞 中 抽取 的 基因 组 DNA。 


然后 ,将 消化 过 的 酶 切片 段 进 
行 电泳 分 离 , 并 与 从 骨髓 瘤 细 (2) 


VK1VKk2 VKm CK 
胞 中 分 离 到 的 用 ”“P 标记 的 < 生殖 细胞 DR EL 了 - 刘 -人 E 相 3 
抗体 轻 链 mRNA 进行 杂交 。 RE RE RE 
最 后 ,使 用 放射 自 显影 技术 进 ， Vklva cs 
行 鉴定 。 结 果 表 明 , 与 骨 介 瘤 。。 骨 储 交角 胞 DNA5 人 LT 和 3 
细胞 的 一 条 带 相 比 ,生殖 细胞 aa 
是 两 条 带 。 这 说 明生 殖 细胞 内 [图 12- 石 Hozumi 和 Tonegawa 的 实验 流程 及 其 结果 分 机 
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的 抗体 轻 链 基因 的 确 由 两 个 独立 的 片段 组 成 ,而 在 成 熟 的 B 细胞 中 ,原来 分 开 的 基因 片 
段 经 过 重 排 连 接 到 了 一 起 ,中 间 的 间隔 序列 已 被 切除 。 
为 了 进一步 验证 他 们 的 实验 结果 ,Tonegawa 和 Walter Gilbert 一 起 将 小 鼠 生 殖 细胞 
编码 骨骼 瘤 入 轻 链 V 区 的 DNA 序列 进行 了 克隆 ,并 测定 了 序列 。 他 们 本 来 预期 的 结果 
是 得 到 的 克隆 应 该 包括 编码 V 区 1 一 107 位 氨基 酸 残 基 的 序列 。 然 而 ,出 乎 预料 的 是 得 
到 的 只 包括 编码 V 区 内 1 到 95 位 氨基 酸 残 基 的 序列 ,其 后 的 序列 与 入 轻 链 的 序列 无 任 
何 相似 性 。 这 样 的 结果 不 仅 肯 定 了 抗体 轻 链 的 V 区 和 C 区 分 别 由 独立 的 基因 片段 纺 
人 码 , 还 导致 发 现 了 第 三 个 基因 片段 ,此 片段 负责 将 V, 与 C 区 连接 起 来 , Tonegawa 因 
此 荣获 1987 年 的 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 
至 于 重 链 基 因 的 结构 ,可 使 用 类 似 的 方法 进行 确定 。 但 与 轻 链 的 基因 结构 不 同 的 
是 , 重 链 的 基因 多 了 一 个 多 样 性 片段 (diversity,Di) 。 在 旋 体 多 笠 性 产生 
图 12 - 7 为 生殖 细胞 轻 链 基 因 的 结构 ,以 及 在 B 细胞 成 熟 过 程 中 经 历 的 重 排 反应 。 ”的 蔡 因 重 排 机 ; 
从 图 中 可 以 看 出 : 轻 链 基因 共 分 为 三 个 部 分 ,以 上 轻 链 为 例 ,分 别 是 LeVk\Je 和 Cree Je 和 
紧 靠 Ce, 但 远离 于 LeVf 区 编码 的 是 轻 链 的 信号 肽 序列 , 它 与 Ve 之 间 有 内 合子 。 下 


抽 褪 出 之 前 


同 特异 性 的 抗体 具有 祠 同 的 
LeVkg 和 Jk 具有 多 个 不 同 的 拷贝 ,以 LeVr 变化 最 大 。 氨基 酸 序列 .但 折 登 的 途径 
不 一 幸 。 因 而 形成 识别 不 同 
生殖 细胞 没有 重 排 的 DNA RN 
LV 一 40) 小 
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一 一 人 


Cs 
到 < 


[LIv 而 而 面 一 上 ce | 
本 


初级 转录 物 5 DCiIvrfEIEEC CE A， 
有 Ji 


RNA 前 接 
mRNA DERECET ^ 
翻译 
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冬 22-7 抗体 轻 链 基 因 的 重 排 机 制 
以 人 的 < 轻 链 为 例 , 其 基因 位 于 第 2 号 染色 体 上 ,有 40 个 V 区 基因 (编码 入 端 95 个 
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氨基 酸 残 基 ) 和 5 个 本 基因 (编码 另外 13 个 氨基 酸 残 基 ) 和 1 个 C 基因 组 成 。 在 本 基因 和 
C 基因 之 间 , 有 1 个 大 的 内 含 子 。 每 一 个 区 的 基因 片段 串联 在 一 起 。 

人 的 重 链 基因 则 位 于 第 14 号 染色 体 上 , 约 有 50 个 V 区 基因 .20 个 D 基 因 ,6 个 J 基 
因 和 若干 个 含有 内 含 子 的 C 区 基因 (图 12 - 8)。 每 一 个 区 的 基因 片段 也 是 串联 在 一 起 。 
由 于 多 了 D 基因 , 故 能 产生 更 多 的 多 样 性 。 


甫 Fi 抽 ea 令 人 C 区 基因 
TVWHFTAPDHBF HERHEHERH 


中 coo 。 重 链 多 肽 


侠 12 -8 抗体 重 链 基 因 的 结构 及 其 重 排 ,转录 后 加 工 和 翻译 


抗体 基因 的 重 排 属 于 一 种 典型 的 位 点 特异 性 重组 (参看 第 六 章 DNA 重组 ) , 它 发 生 
在 含有 重组 信和 号 序列 (recombination signal sequence,RSS) 的 区 域 , 需 要 重组 酶 RAG1/ 
RAG2。RSS 包括 一 个 7 bp 近似 回 文 的 序列 1 段 12 bp( 约 相当 于 1 圈 双 螺旋 ) 或 23 bp 
(相当 于 2 圈 双 螺旋 ?的 间隔 序列 以 及 一 个 9 bp 富 含 AT 序列。 含有 1 圈 双 螺旋 的 RSS 
和 2 圈 双 螺旋 的 RSS 的 结构 如 图 12 - 9 所 示 , 在 轻 链 和 重 链 的 V 基因 和 本 基因 以 及 重 链 
的 D 基 因 上 均 含 有 RSS, 不 过 RSS 的 排列 略 有 不 同 。 重 排 遵 守 所 谓 的 1 圈 /2 圈 连 接 规 
则 (one turn/two turn joining rule) , 即 重 组 只 能 发 生 在 1 圈 双 螺旋 RSS 和 2 圈 双 螺旋 
RSS 之 间 , 因 此 在 重 链 的 V 基因 和 jJ 基因 之 间 不 会 发 生 重组 。 


7bp 9bp 9bp 7bp 
CACAGTG 一 23 bp 一 ACAAAAACC GGTTTTTGT 一 12bp 一 CACTGTG 
GTGTCAC 一 23 bp 一 TGTTTTTGG CCAAAAACA 一 12 bp 一 GTGACAC 


EECES 


侠 12-9 重组 信号 序列 及 其 排列 方式 
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RAG 本 意 是 重组 激活 基因 (recombination-activating gene,RAG) 编 码 的 重组 酶 ,由 
它 启 动 淋巴 细胞 前 体内 的 抗体 基因 或 工 细 胞 受 体 基 因 的 重 排 。 其 催化 的 反应 本 质 与 其 
他 重组 酶 一 样 ,也 是 转 酯 反应 (图 12- 10)。 实 验 表 明 ,RAG 被 融 除 的 小 鼠 在 也 细胞 和 工 
细胞 上 均 有 缺陷 。 


间 播 序列 


V。 RSS RSS 小 
RAGI1 
航 切 RAG2 
OH 
全 区 se 一- 
_ ER 
HO 
分 子 内 的 
转 酯 反应 
人 ss 
- 
通过 末端 连接 的 
双 链 断 裂 修复 
呈 


侠 12-10 抗体 基因 重 排 的 反应 本 质 


以 轻 链 为 例 ,抗体 基因 重 排 的 基本 步骤 是 (图 12-11):(1) RAGI] 识别 .结合 RSS 的 
9 bp 序列 ,随后 RAG2 被 招募 进来 ,并 与 RSS 的 7 bp 序列 结合 ; (2) 在 RSS 与 编码 区 连 
接 处 ,RAG1/VRAG2 复合 物 切 开 RSS 之 间 的 1 条 DNA 链 ,产生 3 -羟基 和 5 -磷酸 。 紧 接 
着 ,3 -羟基 作为 亲 核 试剂 进攻 另外 1 条 链 上 的 磷酸 二 酯 键 , 从 而 导致 双 链 断裂 。 于 是 ， 
在 V 基 因 和 JJ 基因 的 一 端 形 成 发 夹 结构 ; (3) RAG 蛋白 或 者 MRE11 切 开发 夹 结构 ; 
(4) 细胞 内 参与 双 链 断裂 修复 的 蛋白 质 复 合 物 , 如 XRCC4、DNA-PKS 、Ku70-Ku80 和 
DNA 连接 酶 扩 等 ,将 V 基 因 和 j] 基因 连接 起 来 。 

如 果 是 重 链 , 就 需要 发 生 2 次 重 排 反应 ,第 1 次 是 在 D-J 之 间 , 第 2 次 在 V-DJ 之 间 。 
与 轻 链 重 排 反 应 不 同 的 是 :在 V 基 因 .D 基 因 或 J 基 因 被 切 开 以 后 ,细胞 内 的 末端 脱氧 核 苷 
酸 转 移 酶 (terminal deoxynucleotidyl transferase，TdT) 会 在 被 切 开 的 3- 端 乘机 ?随机 添加 
若干 个 脱氧 核 苷 酸 , 最 多 可 达 15 个 (图 12 - 12) ,从 而 进一步 扩大 了 抗体 基因 的 多 样 性 。 

一 个 也 细胞 一 旦 经 过 位 点 特异 性 DNA 重组 ,只 产生 一 种 有 功能 的 抗体 基因 ,其 他 组 
合 的 抗体 基因 是 无 法 产生 和 表达 的 ,此 过 程 称 为 等 位 基因 排斥 (allelic exclusion) 。 正 是 
等 位 基因 排斥 ,保证 了 每 一 个 了 淋巴 细胞 只 产生 一 种 抗体 。 

抗体 基因 的 重 排 不 仅 产 生 了 抗体 的 多 样 性 ,还 将 抗体 基因 的 启动 子 (与 V 基因 相 邻 ) 
带 到 增强 子 (位 于 丁 基因 和 C 基因 之 间 ) 附 近 , 从 而 使 抗体 基因 能 够 有 效 地 转录 。 此 外 ， 
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联 会 人 
唐 < 联 会 复合 物 
说 RAGI/2 
才 ) 
剪 证 


剪 切 后 复合 物 
RAG12 
发 夹 环 编码 末 ival 


第 一 阶段 : DNA 识 别 和 前 切 


第 二 阶段 : 加 工 和 连接 二 
瞬间 修复 复合 物 
RAGI/2 
Ku70/80 
ArtemisADNA--PKcs 
XRCC4/ 连 接 酶 W 
发 夹 环 的 TdT 等 
切 开 和 加 工 ”信号 未 端 连接 复合 物 
。 RAG1/2 
人 人 Ku70/80 
Ku70/80 DNA-PKcs 
DNA-PKcs XRCE4/ 连 接 酶 以 
XRCC4/ 连 接 酶 
等 | 连接 连接 
一 ET 下 一 
编码 区 连接 


(不 精确 ) 信号 区 连接 (精确 ) 
人 和合 12-11 抗体 基因 重 排 的 基本 步骤 


国 


切 开 


一 一 一 可 
人 池 | 


末端 脱氧 核 苷 酸 转移 
酶 在 3 一 端 添加 核 苷 酸 


| | 
目 GTCAATG 人 


| D-! 连 接 
GTCAATG-| 十 吕 
人 | 
插入 的 缺失 的 
核 苷 酸 核 苷 酸 


谷 12-12 D 基 因 和 jJ 基 因 连 接 的 多 样 性 


有 研究 表明 ,一 种 编号 为 miR- 650 的 miRNA 及 其 同 源 物 的 基因 ,刚好 寄宿 在 入 轻 链 的 
第 一 个 外 显 子 内 ,因此 ,此 miRNA 在 了 细胞 的 表达 也 可 能 受到 抗体 基因 重 排 的 影响 。 由 
于 miR - 650 作用 的 对 象 是 与 细胞 的 增殖 和 存活 有 关 的 蛋白 质 ,如 周期 蛋白 依赖 性 蛋白 
质 激 酶 1(cyclin-dependent kinase 1，CDK1) 和 早期 也 细胞 因子 3(Cearly Br-cell factor 3， 
EBF3) , 故 抗体 基因 的 重 排 也 会 影响 到 了 细胞 本 身 的 分 裂 和 存活 。 
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抗体 基因 的 多 样 性 除了 通过 DNA 重 排 和 ITdT 的 作用 创造 以 外 ,还 可 以 通过 体 细 胞 
超 突变 .类别 转换 .mRNA 前 体 的 选择 性 剪接 或 加 尾 等 手段 来 加 强 , 概 括 起 来 如 下 : 

(GT) VJ 和 VDJ 的 重组 连接 ,包括 < 轻 链 的 40 个 V 基 因 和 5 个 本 基因 的 组 合 , 共 有 
200 种 可 能 ; 兴 轻 链 的 40 个 V 基因 和 4 个 J 基 因 , 共 有 160 种 可 能 ; 重 链 的 50 个 V 基 因 、 

20 个 D 基 因 和 6 个 本 基因 ,共有 6 000 种 可 能 。 经 轻 链 和 重 链 的 随机 组 合 , 可 形成 含 k 轻 
链 和 入 轻 链 的 抗体 分 别 是 200X6 000=1.2X105 种 和 160X6 000=0. 96 X105 种 ,总 共 
是 2. 16X105 种 可 能 性 。 

(2) 连接 的 多 样 性 (junctional diversity) , 重 排 过 程 中 的 连接 是 不 精确 的 ,这 种 "故意 ” 
的 不 精确 连接 可 导致 氨基 酸 的 变化 或 缺失 ,从 而 影响 到 抗原 结合 位 点 的 结构 ,实际 上 这 
是 抗体 上 出 现 高 变 区 的 一 个 原因 。 

(3) 插入 的 多 样 性 (insertional diversity) ,TdT 作用 导致 DJ 连接 或 V-DJ 连接 中 随机 
插入 若干 个 核 苷 酸 到 V 基 因 .D 基因 或 本 基因 的 末端 。 

(4) 体 细 胞 超 突变 (somatic hypermutation，SHM) , 主要 发 生 在 V 基因 。 其 突变 率 
比 通 常 的 突变 率 至 少 要 高 10 一 10' 倍 。 突 变 的 形式 主要 是 单 核 苷 酸 取代 ,一 般 集 中 在 
抗体 的 高 变 区 , 即 互补 性 决定 区 (complementarity determining regions，CDR) 。 该 区 参与 
抗体 对 抗原 的 识别 。 突 变 的 机 制 涉及 一 种 激活 诱导 的 胞 苷 脱 氮 酶 (activation-induced 
cytidine deaminase，AID) 。 在 AID 的 催化 下 ,高 变 区 内 的 C 脱 氮 基 变 成 了 U, 于 是 原来 
的 GC 碱 基 对 变 成 了 错 配 的 GU 碱 基 对 。 很 快 U 被 碱 基 切 除 修 复 系 统 视 为 损伤 ,在 尿 喀 
啶 - DNA 糖苷 酶 的 催化 被 切除 。 随 后 ,参与 跨 损伤 修复 的 易 铺 DNAP( 如 6 或 被 招 
募 过 来 ,重新 合成 被 切除 的 核 苷 酸 , 由 这 些 易 错 的 DNAP 直接 将 突变 引入 到 高 变 区 。 

(5) 类 别 转换 (class switching)。 类 别 转换 是 指 在 B 细 胞 被 激活 以 后 ,产生 不 同类 型 
抗体 (IgA IgG 和 IgE) 的 过 程 。B 细 胞 一 共 可 以 产生 5 类 不 同类 型 的 抗体 , 即 IgM、IgD、 
IgA IgG 和 IgE。 这 s5 类 抗体 的 分 布 和 最 后 产生 的 效应 是 有 所 差别 的 。B 细 胞 在 被 激活 
之 前 ,只 表达 两 类 细胞 表面 抗体 IEM 和 IgD。 一 旦 被 激活 ,被 激活 的 同 种 也 细胞 的 子 细 
胞 在 不 同 环境 中 ,表达 不 同类 型 的 抗体 。 这 些 类 型 不 同 的 抗体 V 区 是 相同 的 ,C 区 却 不 
一 样 。C 区 变化 的 原因 是 被 激活 的 孔 细胞 又 进行 了 一 次 重组 ,这 次 重组 称 为 类 别 转换 重 
组 (class switch recombinationyCSR) 。CSR 让 抗体 重 链 的 V 区 可 以 与 wy 或 se 不 变 区 相 
连 , 从 而 分 别 得 到 IgA IgG 和 IgE。 

(6) 选择 性 萝 接 和 选择 性 如 尾 (参看 转 录 水 平 后 调控 ) 。 

合体 皇 主 要 表面 抗原 基因 的 重 排 
锥 体 虫 是 由 一 种 叫 采 采 蝇 (tsetse fy) 的 吸血 蝇 传 播 的 血液 寄生 性 原生 动物 , 它 是 非 
| sleeping sickness) 的 病原 体 。 在 应 付 宿 主 的 免疫 反应 方面 , 锥 体 虫 可 
胃 是 “ 魔 高 一 丈 ”, 它 会 不 断 而 有 序 地 改变 其 表面 抗原 ,以 逃脱 宿主 免疫 系统 对 它 的 攻击 ， 
Ra 一 旦 被 感染 上 锥 体 虫 ,患者 极 容易 进入 慢性 感染 状态 ,最 后 可 能 发 展 到 严重 的 神经 
损伤 .昏迷 或 死亡 。 

锥 体 虫 的 表面 抗原 性 质 与 其 细胞 膜 上 的 一 种 糖 基 础 脂 酰 肌 醇 锚 定 (glycosylphosphatidyl 
inositolj-anchored，GPI-anchored) 和 蛋白 有 关 ,该 蛋白 质 称 为 可 变 的 表面 糖 蛋白 (variabl surface 
glycoprotein，VSG) ,由 它 形 成 一 种 保护 性 的 外 被 。 锥 体 虫 基 因 组 约 有 1 000 个 拷贝 的 VSG 
基因 ,但 并 非 都 能 表达 。 只 有 处 于 表达 偶 联 位 点 的 捞 贝 (expressionrlinked copy,ELC) 才 能 
转录 ,其 他 位 点 上 的 VSG 基因 称 为 基本 拷贝 (basic copy，BC) ,无 转录 活性 。 

ELC 位 于 各 染色 体 靠近 端 粒 的 位 置 , 它 与 多 个 表达 位 点 相关 基因 受 控 于 同一 个 启动 
子 ( 图 12 - 13)。 整 个 基因 组 约 有 20 个 ELC, 但 一 次 只 有 一 个 处 于 表达 状态 。 催 化 VSG 
转录 的 酶 是 RNAPT ,转录 产生 的 是 带 有 VSG 转录 物 的 多 顺 反 子 mRNA。 锥 体 虫 通过 
在 不 同 的 ELC 位 点 表达 的 切换 来 改变 抗原 的 性 质 , BC 只 有 通过 重 排 先 成 为 无 活性 的 
ELC 以 后 才 有 可 能 表达 。 
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(1) 活性 ELC 
50 bp 转录 70bp 端 粒 
重复 起 点 表达 位 点 相关 基因 重复 重复 
序列 人 7 .6 5 4 883 21 序列 VSG 序列 
Jr 二 EU [ 呆 mm 人 .)，， 
JJJJJ 从 
本 本 本 基 
(2) 无 活性 ELC 
hk76 5 小 证 三 .3 w 人 了 VSG 


HaEREEE FEEEEEEEER 
JJJJJ 


售 12-13 锥 体 虫 主要 表面 抗原 基因 的 重 排 


已 有 几 种 不 同 的 模型 被 用 来 解释 VSG 基因 表达 在 不 同 ELC 之 间 进 行 切换 的 机 制 ， 
但 还 没有 一 个 模型 能 解释 所 有 的 现象 。 有 证 据 表明 ,ELC 处 于 非 活性 状态 与 一 种 特 丈 的 
修饰 碱 基 , 即 葡萄 糖 基 凑 甲 基 尿 喀 啶 (glucosyl hydroxymethyl uracil, 称 为 碱 基 ) 有 关 。 
没有 活性 的 ELC 的 内 部 ,出 现 多 个 丁 碱 基 ( 图 12- 13(2)) 。 

由 于 VSG-mRNA 是 由 RNAPI 催 化 转录 的 ,所 以 必须 在 转录 以 后 ,通过 与 细胞 内 的 
一 种 前 导 肽 mRNA 进行 反 式 剪接 ,才能 获得 帽子 结构 而 具有 翻译 的 活性 。 

(三 ) 酿酒 酵母 在 交配 类 型 转换 过 程 中 发 生 的 基因 重 排 

酿酒 酵母 能 进行 出 芽 生 殖 ,并 产生 两 个 不 同 的 细胞 : 母 细 胞 来 源 于 原来 的 细胞 , 子 细 
胞 来 自 于 “* 芽 ”。 只 有 母 细胞 才能 够 切换 交配 型 。 

单 倍 体 酿 酒 酵母 细胞 的 3 号 染色 体 含 有 3 个 基因 座次 , 即 万 MLa、 有 EMRa 和 MAT， 
与 交配 型 有 关 。 其 中 位 于 染色 体 左 臂 的 互 MLa 和 右 臂 的 有 MRa 座次 上 分 别 含 有 完整 
的 “交配 型 和 a 交 配 型 基因 ,但 这 两 个 座次 上 的 基因 因 受 到 一 个 沉默 子 和 几 种 蛋白 质 的 
作用 并 不 表达 。 涉 及 的 蛋白 质 包括 RAP1 和 几 种 沉默 信息 调节 蛋白 (silent information 
regulator，SiR) ,如 SiR2 SiR3 和 SiR4。 其 中 SiR2 是 一 种 HDAC。 在 这 些 蛋 白质 的 作用 
下 ,这 两 个 座次 上 的 染色 质 处 于 高 度 浓缩 的 蜡染 色 质 状态 ,里 面 的 组 蛋白 几乎 没有 乙酰 
化 修饰 。 一 个 细胞 实际 的 交配 类 型 由 MA 工 座 次 上 的 等 位 基因 决定 。 如 果 MAT 座次 上 
的 基因 是 “型 ,细胞 就 属于 a 交配 型 ;如 果 MAT 座次 上 的 基因 是 .a 型 ,细胞 就 属于 a 交 
配 型 。 当 一 个 细胞 转换 交配 类 型 的 时 刻 ,MAT 座 次 上 原来 的 交配 型 基因 (u 或 a) 通 过 
DNA 重 排 被 另外 一 种 交配 型 基因 (a 或 取代 (图 12- 14)。 


SIR 基 因 产 物 抑制 
FMLo 和 EMRc 表 达 


MLa FMRa 
[ [TD& 和 | 
复制 
切除 
ED 加 
| __ [二 Cs | 本 呈 到 


全 12-14 酿酒 酵母 在 交配 类 型 转换 过 程 中 发 生 的 基因 重 排 


第 十 三 章 


交配 型 的 转换 首先 需要 一 种 HO 内 切 酶 在 MAT 座次 上 切 开 DNA 双 链 ,通过 这 种 
方式 产生 的 双 链 断裂 被 细胞 内 的 DNA 修复 系统 视 为 一 种 损伤 ,在 细胞 内 类 似 于 同 源 双 
链 断 裂 修复 系统 的 作用 下 , HEMLa 或 妃 MRa 作为 修复 的 模板 ,但 模板 的 选择 并 不 是 随机 
的 ,选中 的 模板 总 是 与 MATI 座 次 上 原 有 的 交配 型 基因 相反 。 


三 \ 基 因 丢 失 


某 些 生物 在 细胞 分 化 时 ,可 以 通过 基因 丢失 将 不 需要 表达 的 基因 选择 性 地 抛弃 ,而 
留 下 表达 的 基因 。 例 如 , 马 是 虫 的 一 个 变种 , 当 个 体 发 育 到 一 定 阶 段 ,在 那些 将 要 分 化 为 
体 细 胞 的 细胞 中 ,染色 体 破裂 为 碎片 ,其 中 含有 着 丝 粒 的 部 分 在 细胞 分 裂 中 保留 ,不 具有 
着 丝 粒 的 部 分 连同 所 带 的 基因 则 在 分 裂 中 丢失 ,而 那些 形成 生殖 细胞 的 细胞 不 会 发 生 染 
色 体 的 断裂 和 丢失 现象 。 


四 .DNA 甲 基 化 


DNA 甲 基 化 是 一 种 复制 后 加 工 反 应 。 细 菌 . 古 菌 和 真 核 生 物 的 DNA 都 能 进行 甲 基 
化 修饰 ,但 真 核 生物 的 甲 基 化 位 点 和 甲 基 化 的 功能 与 细菌 和 古 菌 完全 不 同 。 

真 核 生 物 的 DNA 甲 基 化 主要 发 生 在 哺乳 动物 和 植物 体内 ,酵母 .线虫 和 果 蝇 几乎 不 
发 生 甲 基 化 。 甲 基 化 位 点 主要 是 CpG 二 核 苷 酸 (少数 是 CpNpG 三 核 苷 酸 序列 ) 中 的 C， 
甲 基 供 体 为 SAM, 由 DNA 甲 基 化 酶 (CDNA methylase) 或 DNA 甲 基 转 移 酶 (CDNA 
methyltransferaseyDNMT) 催 化 。C 被 甲 基 化 后 成 为 5- 甲 基 胞 喀 啶 。 

CpG 序列 在 基因 组 中 的 分 布 并 不 均一 ,它们 通常 成 复 存 在 ,形成 所 谓 的 CpG 岛 
(CpG island) 。 每 一 个 CpG 岛 长 度 在 1 kb 一 2 kb 左右 ,内 有 多 个 CG 序列 ,通常 位 于 基因 
的 启动 子 附近 或 内 部 ,并 有 可 能 延伸 到 基因 的 第 一 个 外 显 子 。 据 估计 ,哺乳 动物 的 基因 
组 CpG 序列 的 60 儿 一 90 听 可 发 生 甲 基 化 。 

甲 基 化 与 基因 表达 有 关 , 这 是 产生 表 观 遗传 的 另外 一 种 方式 :活性 基因 的 CpG 岛 处 
于 一 般 去 甲 基 化 状态 , 非 活 性 基因 的 CpG 岛 处 于 甲 基 化 状态 。 管 家 基因 的 CpG 岛 在 所 
有 的 细胞 都 旦 去 甲 基 化 状态 ,而 组 织 特异 性 基因 的 CpG 岛 只 是 在 表达 它 的 细胞 才 处 于 
去 甲 基 化 状态 。 

甲 基 化 导致 基因 转录 活性 的 丧失 有 三 种 可 能 的 机 制 ( 图 12- 15):(1) 甲 基 化 直接 阻 
止 了 对 甲 基 化 敏感 的 转录 因子 (如 Ap- 2、.E2F 和 NEF-kB) 和 RNAPT 与 启动 子 的 结合 ， 
从 而 导致 转录 不 能 进行 。(2) 甲 基 化 CpG 结合 蛋白 (methyl CpG binding protein，MBD) 
与 甲 基 化 位 点 结合 ,致使 转录 无 法 进行 。 已 发 现 的 MBD 主要 包括 MBD1、MBD2、 
MBD3 .MBD4 和 MeCP2。 这 些 MBD 在 与 甲 基 化 位 点 结合 以 后 的 作用 方式 主要 有 两 种 ， 
一 是 通过 阻止 转录 因子 和 刁 NAPI 的 结合 而 使 转录 无 法 起 动 ; 二 是 通过 将 其 他 转录 阻 过 
蛋白 (如 Sin3 和 HDAC) 招 募 到 启动 子 周围 而 阻止 基因 的 转录 。 在 这 几 种 MBD 中 ,研究 
得 最 深入 的 要 算是 MeCP2。 已 发 现 ,MeCP2 是 神经 细胞 正常 功能 所 必需 的 ,对 于 中 枢 神 
经 系统 的 成 熟 和 突 触 形 成 十 分 重要 ,因为 它 在 神经 细胞 内 可 影响 到 多 个 与 神经 突 触 功能 
相关 基因 的 表达 ,从 而 间接 地 对 神经 突 触 功能 产生 重要 影响 。 研 究 表明 , 当 MeCP2 基因 
因 缺 失 突变 而 丧失 功能 时 ,可 导致 瑞 特 综合 征 (Rett syndrome) ;而 当 MeCP2 的 基因 拷贝 
数 异 常 增多 时 , 却 又 会 导致 男性 患 上 MeCP2 倍增 综合 征 (MeCP2 duplication syndrome) 。 
由 此 可 见 ,体内 MeCP2 的 表达 量 如 同一 座 天 平 , 必 须 保 持 着 精妙 的 平衡 ,无 论 过 多 或 者 
过 少 ,都 会 导致 神经 系统 功能 的 异常 。 瑞 特 综合 征 是 一 种 神经 系统 发 育 异 常 性 疾病 , 主 
要 累及 女孩 。 其 临床 主要 特征 表现 为 :出 生 后 6 一 18 个 月 生长 发 育 基本 正常 ,但 随后 会 
出 现 神经 发 育 停滞 或 倒退 ,丧失 已 获得 的 技能 (如 手 的 功能 .语言 等 ), 头 围 增长 缓慢 , 呼 
吸 异 常 , 出 现 手 的 刻板 动作 , 伴 有 和 孤独 证 样 行为 。MeCP2 倍增 综合 征 (MeCP2 duplication 
syndrome) 患 者 具有 严重 自 闭 症 症状 。2016 年 1 月 26 日 ,中 科 院 上 海 生命 科 学 研究 院 神 
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(1) 直接 干扰 TF 的 结合 (2) 特殊 的 转录 阻 过 蛋白 
与 甲 基 化 位 点 结合 
人 a 活性 转录 
TF RNAPI 
b. TF 不 能 结合 ， 转 录 受 阻 b. 转录 受到 MeCP-1 阻 过 


本 AN 归 
揭 曲 弗 提 由 人 
CD 四 名 


(3) 非 活性 染色 质 的 形成 


IE : 
所 c. 转录 受到 MeCP-2 阻 过 


SO 


ee 1cpa HpAc 
人 ss 


经 科学 研究 所 仇 子 龙 等 人 ,在 Natxre 上 发 表 题 为 “Autismr-like behavicrs and germline 
transmission in transgenic monkeys overexpressing MeCP22 的 论文 ,报道 了 他 们 成 功 培育 
出 过 量 表达 人 类 MeCP2 的 转基因 多, 并 且 通 过 分 子 生 物 学 与 动物 行为 学 分 析 , 发 现 这 种 
转基因 儿 表 现 出 类 似 人 类 自 闭 症 的 刻板 与 社交 障碍 等 行为 。(3)DNA 甲 基 化 改变 了 染 
色 质 结构 ,致使 甲 基 化 周围 的 染色 质 成 为 无 转录 活性 的 异 染 色 质 。 这 可 能 是 MBD 将 
HDAC 和 促进 染色 质 浓缩 的 重 塑 因子 招募 到 修饰 位 点 附近 引起 的 。 

5 - 氮 杂 胞 苷 (5-azacytidine) 是 胞 苷 的 类 似 物 ,在 细胞 内 可 经 补救 途径 转变 成 5 - 氮 共 
脱氧 胞 苷 三 磷酸 (5-aza-dCTP) ,后 者 可 代替 脱氧 胞 苷 酸 参 人 到 新 合成 的 DNA 链 上 ,但 却 
不 能 被 甲 基 化 修饰 。 经 过 5 - 氮 杂 胞 苷 处 理 的 成 纤维 细胞 可 转化 成 肌 细胞 ,这 可 能 是 因 
为 参 和 人 到 DNA 分 子 中 的 5 - 氮 杂 胞 苷 酸 不 能 被 甲 基 化 ,从 而 导致 以 前 因 甲 基 化 不 能 表达 
的 基因 现在 表达 了 ,而 表达 的 基因 产物 足以 驱动 成 纤维 细胞 向 肌 细胞 的 分 化 。 

甲 基 化 样式 是 可 遗传 的 , 它 关 系 到 某 一 物种 一 些 特殊 表 型 的 产生 (参看 DNA 印记 ) 。 
此 外 , 甲 基 化 样式 具有 组 织 特异 性 ,这 与 组 织 特异 性 去 甲 基 化 酶 有 关系 。 

已 发 现 多 种 疾病 与 CpG 岛 甲 基 化 异常 有 关 。 例 如 脆性 X 综 合 征 (Fragile X syndrome) ， 
此 类 病人 的 FMRI 基因 不 但 启动 子 序列 发 生 甲 基 化 ,而 且 5- UTR 也 发 生 甲 基 化 。 

癌症 的 发 生 经 常 涉及 CpG 岛 甲 基 化 水 平 提高 ,从 而 导致 某 些 重要 基因 (如 抑 癌 基因 
和 DNA 修复 基因 ) 的 失 活 。 例 如 ,参与 错 配 修复 的 ML 瑟 基因 在 启动 子 过 度 甲 基 化 ,而 
不 能 表达 。ML 了 囊 的 失 活 似乎 能 够 解释 子宫 内 膜 瘤 在 微 卫星 DNA 上 不 稳定 的 表 型 。 
再 如 ,还 有 证 据 表 明 ,DAP 激酶 基因 的 甲 基 化 与 非 小 细胞 肺癌 Cnorrsmall-cell lung 
carcinoma) 的 发 生 有 紧密 的 关系 。 

有 时 候 ,CpG 岛 甲 基 化 程度 下 降 可 能 让 原 癌 基因 表达 提高 ,甚至 能 够 导致 染色 体 的 


过 


不 稳定 和 反 转 位 子 的 激活 。 这 两 种 情况 均 可 以 导致 癌症 的 发 生 。 因 此 ,DNA 甲 基 化 样 


式 的 变化 已 作为 癌症 发 生 的 一 种 早期 信号 。 


DNA 甲 基 化 除了 可 以 发 生 在 CpG 岛 上 以 外 , 近 几 年 来 在 许多 基因 转录 起 始点 的 下 
游 , 即 在 基因 的 内 部 或 基因 的 本 体 上 也 发 现 有 DNA 甲 基 化 修饰 。 但 与 发 生 在 基因 启动 
子 上 的 甲 基 化 不 同 的 是 ,发 生 在 拟 南 芥 和 哺乳 动物 基因 本 体内 的 甲 基 化 水 平 跟 基因 转录 
活性 呈正 相关 。 事 实 上 ,人 体 细胞 内 的 DNA 甲 基 化 更 多 地 被 发 现在 基因 的 本 体 , 而 不 是 
在 局 动 子 上 。 这 样 的 发 现 似乎 表明 DNA 甲 基 化 有 新 的 通用 的 功能 。 而 且 , 基 因 转 录 延 
伸 的 一 大 标记 H3K36me3 通常 被 发 现 与 基因 本 体 的 高 度 甲 基 化 修饰 有 关联 。 这 种 组 和 蛋 
白 修饰 主要 是 由 SETD2 组 蛋白 甲 基 转移 酶 催化 的 。 此 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 在 转录 延伸 的 
时 候 , 与 高 度 磷酸 化 的 RNAPI 形 成 复合 物 。 基 因 本 体内 发 生 的 甲 基 化 修饰 的 功能 目前 


还 不 清楚 ,可 能 在 于 抑制 异常 的 转录 起 始 。 
Box 12 -1 DNA 的 第 去 个 碱 基 


众所周知 ,DNA 含有 四 让 标准 的 碱 基 , 即 G\A. 工 和 C:- 虽 然 有 时 了 避 也 可 能 出 现在 
DNA 分 子 之 中 ,但 它 一 般 被 视 为 DNA 的 一 种 损伤 ,很 容 易 被 细胞 内 的 BER 系统 修复 。 

然而 ,在 20 世纪 80 年 代 , 衍 生 于 C 的 5- 甲 基 胞 喀 喧 CmC) 被 发 现 , 并 在 十 多 年 后 
被 确认 为 产生 表 观 遗传 的 主要 原因 ，, 即 根据 机 体 每 一 个 组 织 的 生理 需要 ;打开 或 关闭 基 
因 的 表达 。 基 于 此 ,很 多 分 子 生物 学 家 将 这 种 甲 基 化 的 C 称 为 DNA 的 第 五 个 碱 基 。 

近 几 年 以来， 已 发 现 甲 基 化 C 的 异常 可 导致 许多 疾病 包括 癌症 的 发 生 , 这 激发 了 
大 们 对 DN 人 的 这 第 五 个 碱 基 的 兴趣 。 

H 过 注 
人 人 这 
人 人 
全 12-16-meA 的 结构 式 

然而 ,根据 2015 年 5 月 7 是 由 巴塞 罗 那 大 学 Manel Esteller 等 人 发 表 在 Ce!! 上 一 
篇 题 为 “An Adenine CodeforhDNA: A Second Life for N6 - Methyladanine” 综 述 论 
文 , 以 及 三 篇 题目 分 别 是 “N6 - methyldeoxyadenosine marks active transcription start 
sites in Chlamydomonas”“DNA Methylation on N6 - Adenine in C，elegans” 和 “NI6 - 
Methyladenine DNA Modification in Drosophila” 的 研究 论文 ,DNA 分 子 中 还 可 能 存在 
第 六 个 碱 基 , 这 第 六 个 碱 基 就 是 N-6 甲 基 腺 嗓 叭 (mm A)( 图 12-16)。 

长 期 以 来 ,人 们 一 直 认 为 ,这 种 甲 基 化 的 A 存 在 于 真 核 生 物 许 多 mRNA 分 子 之 
中 ,作为 一 种 转录 后 加 工 的 产物 ,同时 还 存在 于 离 我 们 亲缘 关系 较 远 的 细菌 基因 组 内 ， 
在 由 限制 性 内 切 酶 和 甲 基 化 酶 构成 的 限制 一 修饰 系统 中 起 着 保护 外 来 遗传 物质 的 插 
入 作用 ,以 及 参与 调节 细菌 DNA 复制 的 起 始 、 细 菌 错 配 修复 系统 新 老 链 的 识别 和 细菌 
基因 转录 的 启动 。 

Ce11 发 表 的 这 三 篇 研究 论文 的 结果 显示 ,在 使 用 高 度 敏感 的 甲 基 化 序列 分 析 手 段 
以 后 ,确定 了 真 核 细 胞 包括 藻类 、 线 虫 和 果 晶 等 的 DNA 也 有 这 种 甲 基 化 的 A, 不 过 它 
的 作用 是 调节 某 些 基因 的 表达 ,特别 是 在 干细胞 内 和 早期 发 育 时 基因 的 表达 ,于 是 构 
成 了 新 的 表 观 遗传 标记 。 

Fu 和 他 的 团队 以 一 种 单 细 胞 绿 薄 一 一 衣 营 (CChlamydomonas) 作 为 研究 对 象 , 发 现 
84% 的 基因 在 转录 起 点 周围 的 ApT 序列 中 的 剑 发 生 了 甲 基 化 ;标记 为 活性 基因 上 与 核 
小 体 相 联系 ;Greer 等 人 则 在 秀丽 隐 杆 线 出 基因 组 DNA 上 发 现 有 6- 甲 基 人 A, 并 发 现 了 
分 别 催化 A 甲 基 化 和 去 甲 基 化 的 甲 基 转 移 酶 和 去 甲 基 化 酶 。 甲 基 化 的 A 与 组 蛋白 
HS3 的 一 种 甲 基 化 修饰 一 H3K4me 在 功能 上 有 交叉 ,并 在 跨 代 遗传 上 有 一 定 作用 ; 张 
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等 人 研究 对 象 则 是 果 蝇 ,发 现在 果 晶 胚胎 发 育 过 程 中 ,其 基因 组 上 和 A 的 甲 基 化 呈 动 态 
的 变化 ,其 受到 一 种 DNA 甲 基 化 A 去 甲 基 化 酶 (DNA Methyl Adenosine 
Demethylase,DMAD) 的 调节 。 此 酶 是 果 蝎 发 育 必 需 的 , 它 主要 是 去 除 转 座 子 内 甲 基 
化 的 A, 可 能 用 来 抑制 其 在 卵 梨 细 胞 中 的 活性 。 

这 种 甲 基 化 的 A 从 简单 的 单 细胞 生物 到 差别 很 大 的 多 细胞 生物 线束 和 果 章 的 基 
因 组 中 都 有 分 布 ,这 说 明了 它 在 真 核 生 物 基 因 组 中 存在 的 普遍 性 以 及 在 真 核 生物 的 基 
因 组 DNA 上 可 能 作为 一 种 新 的 潜在 的 表 观 遗传 标记 ,这 为 分 子 生 物 学 和 化 学 生物 学 
开拓 了 新 的 领域 。 


五 DNA 印记 


就 许多 真 核 生物 的 某 些 基因 而 言 , 在 一 个 发 育 的 个 体 之 中 ,两 个 等 位 基因 中 只 有 一 
个 表达 ,而 哪 一 个 被 表达 是 由 亲 代 决定 的 :有 的 是 来 自 父 本 的 基因 才能 表达 ,如 类 胰岛 素 
生长 因子 2(insulin-like growth factor 2，IGFE - 2) 基 因 , 有 的 是 来 自 母 本 的 基因 才 表 达 。 
这 种 由 亲 代 决定 的 等 位 基因 选择 性 表达 的 现象 称 为 印记 。 印 记 的 手段 是 甲 基 化 ,不 表达 
的 等 位 基因 的 CpG 岛 上 的 C 被 甲 基 化 ,表达 的 等 位 基因 的 CpG 品 上 的 C 没 有 发 生 甲 基 
化 ( 见 后 面 绝缘 子 部 分 的 内 容 )。 

在 配子 形成 (gametogenesis) 时 期 ,许多 基因 就 开始 以 性 别 特 异性 的 方式 进行 甲 基 化 
反应 ,性别 特异 性 的 甲 基 化 导致 胚胎 内 来 自 不 同 亲 本 的 等 位 基因 的 区 别 表达 。 

虽然 在 胚胎 发 育 的 早期 ,生殖 细胞 内 的 甲 基 化 样式 需要 重新 设 定 , 其 间 会 经 历 一 波 
又 一 波 的 去 甲 基 化 和 再 甲 基 化 反应 ,但 这 并 不 影响 到 印记 基因 的 甲 基 化 。 有 关 去 甲 基 化 
的 反应 机 制 还 不 完全 清楚 ,但 此 过 程 似 乎 受到 DNA 脱 氨 酶 CDNA deaminase) 催化 的 脱 
氨基 反应 的 调节 。 在 甲 基 化 的 C 脱 氨 基 变 成 U 以 后 ,原来 的 GC 碱 基 对 变 成 了 GT 碱 基 
对 。 此 错 配 的 碱 基 对 可 被 修复 系统 修复 ,重新 合成 的 C 是 没有 甲 基 化 的 。 

在 个 体 发 育 的 整个 阶段 ,由 于 组 织 特异 性 甲 基 化 酶 的 作用 ,不 同类 型 的 细胞 其 甲 基 
化 样式 会 发 生 改 变 , 但 被 印记 的 基因 始终 得 到 维持 ,这 要 归功 于 细胞 内 一 种 维持 甲 基 化 
酶 (maintenance methylasse) 的 作用 (图 12-17)。 
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加 12-17 DNA 甲 基 化 与 印记 


Box 12-2 父亲 吃 险 可 通过 DNA 甲 基 化 影响 到 你 ! 


心理 学 家 弗 洛 伊 德 把 一 切 都 归于 母亲 ,这 显然 有 点 夸大 其 词 ,但 早期 的 表 观 遗 传 学 
研究 似乎 提供 了 某 些 证 据 。 现 在 又 有 证 据 表明 ,父亲 的 饮食 习惯 也 能 影响 到 后 代 的 健康 。 


根据 2013 年 12 月 由 加 拿 大 MecGill 大 学 的 Sarah Kimmins 等 人 发 布 在 Natztre 
Co7z7azi2zcGz12078 的 研究 报告 ,父亲 不 健康 的 饮食 习惯 可 对 后 代 的 发 育 和 成 长 带 来 不 利 的 
影响 。 他 们 以 小 扎 作为 实验 的 对 象 ,将 两 组 雄性 小 筷 分 别 喂食 富 含 叶酸 和 缺乏 叶酸 的 
食物 ,结果 发 现 :对 于 食用 缺乏 叶酸 食物 的 礁 性 小 鼠 而 言 ,它们 的 后 代 在 出 生 的 时 候 更 
可 能 表现 有 缺陷 ,如 颅 面 和 肌肉 骨 甫 等 方面 的 异常 ,出 生 缺 陷 率 增加 超过 30% 。 全 基因 组 
水 平 的 DNA 甲 基 化 分 析 , 显 示 了 两 组 小 和 鼠 的 在 精子 的 表 观 基因 组 (epigenome) 上 的 差别 ， 
包括 许多 参与 发 育 的 基因 ,如 中 枢 神 经 系统 发 育 . 生 殖 系统 发 育 . 脾 脏 发 育 、 消 化 道 形态 发 
生 和 肌肉 组 织 形成 的 调节 等 ,以 及 与 多 种 疾病 发 生 有 关 的 基因 ,如 癌症 、 糖 尿 病 、 自 身 免疫 
性 疾病 、 自 闭 症 和 精神 分 裂 等 ,这 些 基因 的 甲 基 化 程度 在 两 组 小 鼠 的 精子 内 是 有 差别 的 。 

为 了 确定 有 多 少 个 表 观 遗传 标记 从 父 本 传 给 了 子 代 ,他 们 比较 了 这 两 组 雄性 小 鼠 
子 代 的 胎盘 组 织 内 的 基因 表达 ,发 现 有 380 个 基因 呈 差 异 表 达 。 从 中 ,他 们 选择 了 39 
个 表达 差异 最 大 的 基因 微 进 一 步 的 分 析 鉴 定 , 发 现 有 21 个 参与 基因 表达 和 细胞 信号 
转 导 的 调节 ,但 只 有 2 个 基因 的 表达 差异 与 甲 基 化 的 不 同 有 关 ,而 且 这 种 甲 基 化 的 差别 
可 追溯 到 两 组 小 鼠 精 子 的 表 观 基因 组 上 。 这 两 个 基因 一 个 是 与 细胞 周期 调控 有 关 的 
Ca 订 ;, 另 一 个 是 在 胎盘 组 织 中 高 表达 的 与 细胞 内 环境 稳定 有 关 的 Tirnrdc16。 这 就 说 明 
了 ,父亲 因为 饮食 习惯 引起 的 表 观 基因 组 变化 可 传 给 后 代 , 并 对 后 代 的 健康 带 来 影响 。 


叶酸 
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叶酸 ， 
便 12=18 叶酸 与 DNA 甲 基 化 之 间 的 关系 

食物 中 叶酸 的 含量 之 所 以 能 够 影响 到 基因 组 的 甲 基 化 水 平 , 是 因为 叶酸 作为 一 种 
动物 不 能 自己 合成 的 维生素 ,在 体内 充当 一 碳 单 位 的 载体 ,不 仅 参与 到 DNA 复制 的 原 
料 核 普 酸 的 从 头 合成 ;而 且 对 于 维持 DNA 甲 基 化 的 供 体 的 循环 供应 十 分 重要 (图 12 - 
18) 。 尽 管 叶酸 已 被 广泛 添加 到 各 种 食物 中 ,但 高 脂肪 和 垃圾 食品 的 摄 入 会 影响 到 机 体 
对 叶酸 的 利用 ,从 而 影响 到 精子 形 威 过 程 中 表 观 印记 的 形成 ,进而 对 后 代 造 成 影响 。 因 
此 ,还 没有 生育 的 男 大 们 小 心 了 :为 了 你 们 后 代 的 健康 ,早日 养 成 健康 的 饮食 习惯 吧 ! 


六 、 多 个 启动 子 的 选择 性 使 用 


真 核 生物 的 很 多 基因 不 止 一 个 启动 子 ,在 转录 的 时 刻 可 选用 不 同 的 启动 子 。 局 动 子 
的 可 变 使 用 一 般 具 有 不 同 发 育 阶 段 的 特异 性 或 组 织 特异 性 , 即 在 不 同 的 发 育 阶 段 或 者 在 
不 同类 型 的 组 织 细 胞 中 使 用 不 同 的 启动 子 , 从 而 导致 一 个 基因 可 以 编码 出 不 同 的 
mRNA。 据 估计 ,人 和 小 鼠 超过 一 半 以 上 的 基因 具有 选择 性 启动 子 。 例 如 ,哺乳 动物 编 
码 翻译 延伸 因子 eEF1A 和 编码 血红 蛋白 YA 的 基因 ,在 胚胎 发 育 期 间 和 在 胚胎 发 育 之 后 
分 别 使 用 无 TATA 盒 和 含有 TATA 盒 的 局 动 子 来 驱动 转录 。 再 如 ,编码 羟色胺 3 型 受 
体 B 亚 基 的 基因 有 两 个 不 同 的 启动 子 , 分 别 在 外 周 神经 系统 和 中 枢 神经 系统 中 使 用 。 
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同一 个 基因 受 不 同 启动 子 驱动 而 转录 出 来 的 mRNA 可 能 具有 不 同 的 5 - UTR, 也 
可 能 具有 不 同 的 ORF ,它们 经 过 翻译 可 产生 不 同性 质 或 功能 的 蛋白 质 产物 。 真 核 生物 
通过 这 种 方式 可 以 提高 一 个 基因 的 编码 能 力 ,以 此 增加 和 蛋白 质 的 多 样 性 。 例 如 ,人 谷 胱 
甘 肽 还 原 酶 的 基因 具有 两 个 启动 子 , 这 两 个 启动 子 分 别 指导 定位 于 细胞 质 基 质 和 线粒体 
的 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 的 合成 。 后 者 的 启动 子 在 前 者 的 上 游 。 显 然 , 上 游 局 动 子 转录 出 来 的 
mRNA 要 比 下 游 启 动 子 转录 出 来 的 mRNA 要 长 。 分 析 它 们 的 核 苷 酸 序 列 以 后 发 现 ,长 
mRNA 的 起 始 密码 子 位 置 前 移 , 因 而 会 多 翻译 一 段 指导 进入 线粒体 的 导 肽 序列 。 有 时 ， 
两 个 启动 子 一 个 驱动 转录 出 来 的 mRNA 是 有 功能 的 , 另 一 个 是 没有 功能 的 。 例 如 ,哺乳 
动物 细胞 内 二 氧 叶酸 还 原 酶 CDHFR)? 就 有 2 个 启动 子 。 在 细胞 不 断 分 裂 的 时 候 , 位 于 后 
面 的 启动 子 负责 转录 99% 以 上 的 mRNA, 这些 mRNA 可 翻译 出 有 活性 的 DHEFR; 若 细 
胞 停止 分 裂 , 前 一 个 局 动 子 便 负 责 驱 动 大 多 数 mRNA 的 转录 ,但 这 样 转 录 出 来 的 ,mRNA 
非 全 长 的 mRNA, 往往 转录 出 后 面 的 启动 子 序 列 以 后 就 停止 了 ,显然 这 样 转录 出 来 的 
mRNA 是 翻译 不 出 有 功能 的 DHFR 的 。 


第 三 节 “在 转录 水 平 上 的 基因 表达 调控 


真 核 生 物 蛋 白质 基因 的 转录 除了 启动 子 .RNAPIT 和 基础 转录 因子 以 外 ,还 需要 其 
他 顺 式 作 用 元 件 和 反 式 作用 因子 的 参与 。 启动 子 以 外 的 顺 式 作用 元 件 .基础 转录 因子 以 
外 的 反 式 作用 因子 与 转录 起 始 复合 物 之 间 的 相互 作用 ,构成 了 真 核 生 物 基 因 表 达 调控 的 
一 道 复杂 而 亮丽 的 风景 线 。 此 外 ,已 发 现在 真 核 细 胞 内 还 有 多 种 IncRNA 也 参与 转录 水 
平 的 调控 ,它们 可 以 多 种 方式 ,作用 参与 转录 的 反 式 作用 因子 或 顺 式 作用 元 件 , 甚 至 
RNAP, 从 而 实现 对 特定 基因 转录 的 调控 。 

参与 基因 表达 调控 的 主要 顺 式 作用 元 件 有 :增强 子 .沉默 子 、 绝 缘 子 和 各 种 反应 元 
件 ; 参 与 基因 表达 调控 的 反 式 作 用 因子 包括 介 导 蛋白、 激活 蛋白 、 铺 激活 蛋白 . 阻 过 蛋白 
和 辅 阻 遏 蛋 白 等 (图 12- 19) 。 


TS 辅 激 活 蛋 白 = | 


染色 质 重 塑 因子 组 蛋白 转 乙 栈 酶 组 蛋白 甲 基 化 酶 RNA 育 合 酶 招募 因子 


DNA 甲 基 化 酶 ”组 蛋白 甲 基 化 酶 组 慢 白 去 乙酰 酶 
人 辅 阻 过 和 恒 白 


从 12- 19 真 核 生 物 在 转录 水 平 进行 基因 表达 调控 的 主要 方式 


激活 蛋白 与 增强 子 结合 激活 基因 的 表达 ,但 可 能 需要 辅 激活 蛋白 才能 起 作用 。 介 导 
蛋白 则 是 激活 蛋白 和 辅 激活 蛋白 作用 预 转录 起 始 复合 物 的 “跳板 ?或 “纽带 ”; 阻 过 蛋白 与 
沉默 子 结合 ,抑制 基因 的 表达 ,但 可 能 需要 辅 阻 过 蛋白 才能 起 作用 。 某 些 转录 因子 既 可 
以 作为 激活 蛋白 也 可 以 作为 阻 过 蛋白 起 作用 ,究竟 是 起 何 种 作用 取决 于 被 调节 的 基因 。 
辅 激 活 和 蛋白 缺 乏 DNA 结合 位 点 ,但 它们 能 够 通过 蛋白 质 与 蛋白 质 的 相互 作用 而 行使 功 
能 ,作用 方式 包括 :招募 其 他 激活 蛋白 、. 组 蛋白 修饰 酶 (如 HAT) 和 染色 质 重 塑 因 子 ( 如 
Swi/Snf) 到 转录 复合 物 而 协助 激活 蛋白 激活 基因 的 转录 ; 辅 阻 过 蛋白 也 缺乏 DNA 结合 
位 点 ,但 同样 通过 蛋白 质 与 蛋白 质 的 相互 作用 而 起 作用 ,作用 机 理 包 括 :掩盖 激活 蛋白 的 
激活 位 点 .作为 负 别 构 效 应 物 和 携带 去 修饰 酶 (如 HDAC) 去 中 和 修饰 酶 的 活性 。 


天 革 | 一 
行 了 ID1- 


增强 子 可 视 为 真 核 生 物 最 重要 的 顺 式 调控 元 件 , 它 作为 激活 蛋白 的 结合 位 点 ,在 激 
活 基因 表达 过 程 中 起 着 不 可 蔡 代 的 作用 。 因 为 核 小 体 的 存在 ,体积 庞大 的 TF ID 和 
RNAPI 很 难 与 启动 子 结合 。 然 而 ,激活 蛋白 具有 简单 ` 有 限 的 DNA 结合 位 点 ,通过 这 
些 结合 位 点 与 增强 子 的 结合 ,可 ”扰乱 ?局 部 的 染色 质 结构 ,从 而 暴露 出 一 个 基因 的 启动 
子 或 一 个 基因 的 调节 位 点 ,为 基因 表达 铺 平 道路 。 

与 启动 子 不 同 的 是 ,增强 子 的 作用 具有 以 下 特性 :@ 与 距离 无 关 一 一 既 可 以 在 距离 
基因 很 近 的 地 方 , 也 可 以 在 很 远 的 地 方 发 挥 作用 ;G@) 与 方向 无 关 一 一 相对 于 基因 的 方向 
可 随意 改变 而 不 影响 其 作用 效率 ;G) 与 位 置 无 关 一 既 可 以 在 基因 的 上 游 也 可 以 在 基 
因 的 下 游 ,甚至 可 以 在 基因 的 内 部 发 挥 作 用 ;@ 一 般 对 临近 的 基因 作用 最 强 ;@ 有 的 增 
强 子 或 沉默 子 具 有 组 织 特异 性 。 


增强 子 核心 启动 子 
二 2 -一 一 一 ee 可 
DNA TATA 售 
| 激活 蛋白 
激活 蛋白 与 增 w 多 
强 子 结合 ， 导 致 内 
DNA 发 生 谭 曲 
增强 体 
ER 一 人， 
人 一 激活 蛋白 通过 辅 激活 蛋 
/7 白 促 进 组 蛋白 的 乙酰 化 
| NA 一。 修饰 以 及 扫 色 质 的 重 归 
、。 辅 激 活 绰 白 
激活 蛋白 通过 介 导 蛋白 与 转录 
因子 /RNA 聚 合 酶 工 相互 作用 ， 
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为 了 解释 增强 子 如 何 能 够 在 曝 离 启动 子 很 远 的 地 方 起 作用 ,有 人 提出 了 环 出 模型 
(looping-out model) 。 该 模型 认为 ,增强 子 在 作用 的 时 候 , 位 于 局 动 子 与 增强 子 之 间 的 碱 
基 序列 会 以 环 的 形式 突出 来 ,而 与 增强 子 结合 的 激活 蛋白 就 通过 辅 激活 蛋白 ,与 基础 转 
录 因 子 和 RNAPI 相 互 作 用 ,促进 RNAPI .转录 因子 与 启动 子 的 结合 ,从 而 促进 基因 的 
转录 (图 12-18)。 

在 一 个 基因 的 表达 受 激 活 的 时 候 , 一 系列 的 激活 蛋白 和 辅 激活 蛋白 被 招募 到 它 的 增 
强 子 上 ,形成 一 种 高 度 有 序 的 增强 子 与 蛋白 质 的 三 维 复 合 物 , 此 复合 物 称 为 增强 体 
Cenhanceosome) 。 增 强 体 的 组 装具 有 协同 性 , 它 通过 激活 蛋白 与 增强 子 的 结合 ,将 组 蛋白 修 
饰 酶 .染色 质 重 塑 因 子 和 基础 转录 因子 有 序 地 招募 到 启动 子 的 周围 ,从 而 激活 基因 的 表达 。 


Box 12-3 增强 子 RNA 


RNA 总 是 不 断 地 给 人 们 带 来 惊喜 ! 下 面 要 介绍 的 是 一 类 与 增强 子 有 关 的 RNA， 
就 是 增强 子 RNA(Cenhancer RNA,，eRNA)。 它 们 是 在 真 核 生 物 的 增强 子 区 城 转 录 产 
生 的 一 类 非 编 码 RNA, 早 在 2010 年 就 被 人 发 现 。 以 小 鼠 为 例 , 根 据 基因 组 范围 的 
RNA 测序 (RNA-seq) 和 染色 质 免疫 沉淀 测序 (ChIP-seq) 的 结果 ,其 神经 元 中 约 12 000 
个 增强 子 有 近 25 听 可 在 RNAPI 的 催化 下 ,产生 eRNA。 

根据 大 小 有 无 多 聚 A 许 巴 和 转录 的 方向 ,eRNA 可 分 为 单 向 转录 的 1D eRNA 和 
双向 转录 的 2D eRNA。 其 中 2D eRNA 较 短 , 长 度 为 500 nt~-2.000 nt 缺乏 多 聚 人 尾 
巴 , 而 1D eRNA 较 其 ,长 度 二 4 .000 nt, 一 般 有 多 聚 久 尾巴 。 在 转录 以 后 ,大 多 数 
eRNA 会 留 在 细胞 核 , 由 于 非常 不 稳定 ,很 快 会 被 水 解 。 

eRNA 的 转录 可 能 是 因为 增强 子 在 作用 的 时 候 , 直 接 将 RNAPI 和 基础 转录 因子 
招 幕 到 它 的 附近 ,形成 了 转录 预 起 始 复合 物 。 产生 1D eRNA 的 增强 子 所 在 的 染色 质 
的 H3K4mel/me3 比率 较 低 ;相反 ,产生 2D eRNA 的 增强 子 所 在 的 染色 质 的 
H3K4mel/me3 比率 较 高 。 

对 于 eRNA 可 能 的 生物 学 功能 ,有 目前 还 存在 争议 。 一 种 观点 认为 veRNA 是 随机 
发 生 在 增强 子 附 近 的 转录 “噪音 ”, 因 此 没有 任何 功能 ;另外 一 种 观点 却 相 反 , 认 为 
eRNA 可 以 在 局 部 将 一 些 调节 有 蛋白 招 幕 到 eRNA 合 成 的 地 方 ,从 而 对 附近 的 基因 表达 
举行 调控 。 例 如 ,周期 蛋白 Dl(Ceyclin D1) 基 因 上 游 增 强 子 转录 产生 的 eaRNA 可 能 充 
当 一 种 接头 分 子 , 将 组 蛋白 转 乙 酰 酶 招 幕 过 来 ,促进 周期 蛋白 D1 的 转录 。 如 果 这 些 
eRNA 缺乏 , 则 周期 蛋白 D1 就 不 能 转录 。 再 如 ，, 抑 瘤 蛋 和 白 p53 在 作用 的 时 候 ,与 增强 
子 结合 可 产生 一 种 eaRNA, 这 种 eRNA 被 证 明 是 p53 有 效 作 用 其 靶 基 因 所 必需 的 。 


(三 ) 沉默 巴 

沉默 子 的 结构 特征 和 作用 特点 与 增强 子 极为 相似 ,只 是 作用 效果 正好 与 增强 子 相 
反 , 它 作为 阻 遏 蛋白 的 结合 位 点 ,抑制 特殊 基因 的 表达 。 

以 鸡 的 神经 胶 质 细胞 粘连 分 子 (NgCAMD) 的 基因 为 例 , 它 的 第 一 个 内 含 子 含有 一 个 
由 5 段 重复 序列 组 成 的 沉默 子 序列 。 这 个 沉默 子 称 为 神经 限制 性 沉默 子 元 件 Cneural 
restrictive silencer element,NRSE) ,能 够 抑制 一 些 仅 在 神经 系统 内 表达 的 蛋白 质 在 非 神 
经 细胞 内 的 表达 ,如 突 触 素 工 (synapsin 工 ) [型 钠 离 子 通道 (sodium ion channel type ID) 、 脑 
衍生 的 神经 营养 因子 (brain derived neurotrophic factor,BDNF) 和 Ng CAM。 其 作用 机 制 涉 
及 一 种 含有 和 锌 指 结构 的 神经 限制 性 沉默 子 因 子 Cneural restrictive silencer factor，NRSF ) 。 
NRSF 作为 一 种 阻 遏 蛋 白 能 够 与 NRSE 结合 ,但 它 只 在 非 神经 细胞 或 神经 细胞 的 前 体 细胞 
内 表达 。 于 是 ,NRSF 表达 的 下 调 可 能 是 神经 细胞 内 特殊 基因 表达 的 前 提 。 

(三 ) 绝缘 子 

既然 增强 子 和 沉默 子 的 作用 方式 与 距离 .方向 和 位 置 无 关 , 那 么 如 何 保证 一 个 增强 
子 或 沉默 子 作 用 的 选择 性 或 特异 性 呢 ? 要 知道 在 同一 个 DNA 分 子 上 的 一 个 增强 子 或 沉 
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默 子 的 前 后 有 多 个 不 同 的 基因 ! 因此 , 真 核 生 物 的 基因 组 必须 具备 某 种 机 制 , 能 对 一 个 
增强 子 或 沉默 子 的 作用 产生 一 定 的 限制 。 

实际 上 ,在 绝 大 多 数 真 核 生物 的 基因 组 DNA 上 ,无论 是 酵母 还 是 人 类 ,都 散布 着 一 
类 叫绝 缘 子 的 顺 式 作用 元 件 , 该 元 件 在 被 特定 的 蛋白 质 识 别 并 结合 以 后 ,就 可 以 对 一 个 
增强 子 或 沉默 子 所 能 作用 的 基因 产生 限制 .绝缘子 对 基因 表达 的 影响 可 通过 两 种 方式 
进行 :(1) 在 与 特定 的 蛋白 质 结合 以 后 ,再 与 细胞 核 内 其 他 的 一 些 蛋 百 质 一 起 ,如 粘连 蛋 
和 白 (cohesin) ,将 整个 基因 组 DNA 组 装 成 多 个 相对 独立 的 结构 域 , 每 一 个 结构 域 中 的 
DNA 以 环 的 形式 突出 在 外 ,从 而 在 基因 组 上 产生 一 个 个 相对 独立 的 转录 活性 区 或 无 活 
性 区 ,进而 对 全 局 的 基因 转录 产生 影响 。 绝 缘 子 作用 的 这 种 方式 ,还 可 以 在 基因 组 上 转 
录 活 性 区 和 非 活性 区 之 间 产 生 边界 ,以 防止 激活 或 阻 遏 扩散 到 相 邻 的 基因 ;(2) 直接 参 
与 某 一 个 基因 的 转录 调控 ,赋予 一 个 增强 子 或 沉默 子 作 用 的 特异 性 (图 12 - 21)。 就 这 种 
方式 而 言 ,绝缘 子 刚 好 位 于 启动 子 与 增强 子 或 沉默 子 之 间 , 其 作用 只 是 不 让 其 他 调控 元 件 
对 特定 基因 的 表达 产生 影响 。 如 果 位 于 一 个 启动 子 与 一 个 增强 子 或 沉默 子 之 间 , 绝 缘 子 
就 可 阻 断 增 强 子 或 沉默 子 对 其 下 游 基 因 转 录 的 激活 或 抑制 ,但 它 并 不 干扰 启动 子 的 功能 。 
如 果 它 位 于 一 个 增强 子 或 沉默 子 的 上 游 , 对 这 个 增强 子 或 沉默 子 的 作用 就 无 影响 。 绝 缘 
子 作 用 的 这 种 方式 也 与 形成 环 结构 有 关 , 不 过 绝缘 子 作用 形成 的 环 可 阻止 增强 子 或 沉默 
子 与 特定 基因 作用 时 所 需要 形成 的 环 , 这 样 也 就 保障 了 增强 子 和 沉默 子 作 用 的 特异 性 。 
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售 12-21， 绝缘 子 作用 的 一 种 方式 的 分 子 模型 


以 广泛 存在 于 关 椎 动物 基因 组 上 的 一 个 绝缘 子 为 例 , 其 一 致 序列 是 
CCGCGNGGNGGCAG, 识 别 并 结合 它 的 是 CCCTC 结合 因子 (CCCTC-binding factor， 
CTCF) ,但 若 里 面 的 CpG 序列 中 的 C 发 生 甲 基 化 修饰 ,将 会 阻止 CTCF 的 识别 和 结合 。 
据 估 计 , 人 类 基因 组 含有 15 000 一 40 000 个 有 活性 的 CTCF 结合 位 点 ,不 同类 型 的 细胞 
会 有 差别 。CTCF 是 一 种 含有 锌 指 模 体 结构 的 蛋白 质 , 两 个 CTCF 分 子 可 以 形成 同 源 二 
聚 体 。 若 结合 在 两 个 不 同位 点 上 的 CTCF 之 间 形 成 二 聚 体 ,就 会 导致 两 个 结合 位 点 之 间 
的 DNA 成 环 (图 12-22)。 已 发 现 ,在 人 类 胚胎 干细胞 的 基因 组 DNA 上 ,由 CTCF 组 装 
了 约 13 000 个 相对 独立 的 环 结 构 。 这 些 环 结构 的 形成 使 得 与 CTCF 相关 的 绝缘 子 能 够 
以 上 述 两 种 方式 作用 。 

CTCF 在 与 绝缘 子 结合 以 后 主要 以 第 一 种 方式 起 作用 , 即 通 过 两 个 CTCF 形成 二 聚 体 


真 核 生 物 的 基因 表达 调控 


497 


分 子 生 物 学 (第 二 版 ) 


Quiz9 


0 你 能 
1 
来 解释 呈 忆 


能 利用 DNA 印记 


498 


YYXKXAKXZXOw， 
IC Me 


站 DNA 环 
习 他 
LU 
核 小 体 = JI 核 小 体 
CTCFXCTCEF TI 
以 IOOGGLALSCSYORXSN 


谷 12-22 CTCF 形成 二 聚 体 导致 基因 组 DNA 成 环 


构建 多 个 相对 独立 的 染色 质 环 结构 ,确定 有 活性 染色 质 和 无 活性 染色 质 的 边界 ,从 而 在 整 
个 基因 组 水 平 上 调节 基因 的 表达 。 此 外 ,CTCF 还 可 以 在 与 某 些 区 域 的 绝缘 子 结合 以 后 ， 
影响 到 一 个 增强 子 或 沉默 子 作 用 的 特异 性 ,从 而 直接 调节 该 区 域 的 某 一 个 基因 的 表达 。 

以 小 鼠 为 例 , 其 基因 组 上 的 印记 控制 区 域 (imprinting control region，ICR) 含 有 一 个 
被 CTCF 识别 的 绝缘 子 , 它 参与 调节 Tg 户 和 瓦 19 基因 的 转录 。Jg& 户 编码 的 是 IGF2， 
互 19 编码 的 是 一 种 对 体重 和 细胞 分 裂 有 负 调 节 作 用 的 Inc RNA。 这 两 个 基因 的 转录 受 
到 妃 19 下 游 的 同一 个 增强 子 的 激活 。Ig7 有 2 和 五 19 相距 约 90 kb, 但 只 有 来 自 父 本 的 
TIgJ2 和 来 自 母 本 的 互 19 才 具 有 转录 的 活性 。 这 是 为 什么 呢 ? 原来 是 因为 :ICR 位 于 
TegP2 和 互 19 之 间 , 靠 近 互 19, 但 只 有 非 甲 基 化 的 ICR 才能 与 CTCF 结合 ,而 结合 CTCF 
的 ICR 才能 阻 断 增强 子 去 刺激 绝缘 子 以 外 的 基因 转录 。 来 自 父 本 的 ICR 及 周围 的 序列 
以 及 互 19 的 启动 子 均 处 于 甲 基 化 状态 , 故 无 活性 , 互 19 无 法 转录 ,但 甩 却 受 到 增强 子 
的 激活 而 具有 转录 的 活性 ;来 自 母 本 的 ICR 及 周围 的 序列 以 及 互 19 的 启动 子 处 于 去 甲 基 
化 状态 ,因而 有 活性 , 19 受到 增强 子 的 激活 而 转录 ,但 IJ& 背 却 因 ICR 的 绝缘 得 不 到 增强 
子 的 激活 而 无 转录 活性 (图 12- 23)。 
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镭 12-23 ICR 绝缘 子 对 小 鼠 到 六 和 用 19 基因 表达 的 控制 


由 此 可 见 , 绝 缘 子 还 可 参与 DNA 印记 :来 自 父 本 和 母 本 的 绝缘 子 一 个 甲 基 化 ,一 个 
非 甲 基 化 ,只 有 非 甲 基 化 的 绝缘 子 才能 够 与 特定 的 蛋白 质 结合 ,产生 “绝缘 ”的 效果 。 

(四 ) 反应 元 件 

反应 元 件 (Cresponse element) 是 细胞 为 了 应 对 各 种 信号 刺激 做 出 反应 而 存在 于 DNA 
分 子 上 特殊 的 碱 基 序 列 。 这 些 特殊 的 序列 存在 于 某 些 基因 的 上 游 ,与 增强 子 、 沉 默 子 和 
启动 子 一 起 调节 它 下 游 基因 的 表达 。 常 见 的 反应 元 件 有 :激素 反应 元 件 (HRE) . 热 体 交 
反应 元 件 (heat shock response element，HSE) .金属 反应 元 件 (metal response element， 
MRE) .血清 反应 元 件 (serum-response element， SRE) 和 cAMP 反应 元 件 CCRE) 等 ,其 中 
激素 反应 元 件 实际 上 是 脂 深 性 激素 反应 元 件 , 它 又 有 各 种 不 同类 型 ,分 别 对 不 同 的 脂 浴 
性 激素 做 出 反应 ,如 糖 皮质 激素 反应 元 件 (GRE) 、 雌 激素 反应 元 件 (ERE) 和 甲状 腺 素 反 
应 元 件 (TRE) 等 。 某 些 水 浴 性 激素 通过 CRE 起 作用 。 

反应 元 件 的 存在 可 以 使 细胞 能 够 协同 调节 一 些 在 空间 上 分 离 的 基因 的 表达 。 
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二 、 转 录 因 子 


转录 因子 是 泛 指 除 RNAP 以 外 的 一 系列 参与 DNA 转录 和 转录 调节 的 蛋白 质 因子 ， 
分 为 基础 转录 因子 和 调节 性 转录 因子 ,其 中 基础 转录 因子 专 指 从 核心 启动 子 开始 进行 精 
确 转 录 所 必需 的 一 组 最 低 数 量 的 蛋白 质 的 总 称 ,其 他 转录 因子 参与 转录 的 调节 ,因此 属 
于 调节 性 转录 因子 。 

需要 注意 的 是 ,并 不 是 所 有 的 转录 因子 都 能 够 与 DNA 结合 ,也 不 是 所 有 的 转录 因子 
都 是 激活 基因 的 转录 。 

(一 ) 转录 因子 的 鉴别 .分离 和 活性 测定 

使 用 DNA 重组 .测序 和 突变 等 技术 可 以 确定 一 种 新 的 顺 式 作 用 元 件 ,而 分 离 与 一 种 
新 的 顺 式 元 件 结合 的 转录 因子 最 有 效 的 方法 之 一 是 序列 特异 性 DNA 亲 和 层 析 
(seqduence-specific DNA_affimity chromatography) ,其 主要 步 又 包括 :(1) 人 工 合成 含有 多 
个 拷贝 特异 性 顺 式 作 用 元 件 的 长 链 DNA;(2) 将 合成 的 DNA 分 子 偶 联 到 合适 的 固 相 载 
体 上 ;(3) 在 低 盐 (100 mmoL KCD 条 件 下 ,将 部 分 纯化 的 含有 目标 转录 因子 的 核 抽 取 
物 上 柱 , 然 后 证 数 倍 体积 的 低 盐 缓冲 溶液 流 过 层 析 柱 ,以 洗 脱 不 能 结合 的 蛋白 ;(4) 再 用 
含有 300 mmol/L KCI 的 缓冲 溶液 洗 柱 , 以 洗 脱 与 顺 式 作用 元 件 呈 低 亲 和 性 结合 的 蛋白 
质 ;(5) 最 后 用 高 盐 (1 mol/L KCD 缓 冲 洲 液 洗 脱 想 要 的 转录 因子 。 

除 上 述 方 法 以 外 ,电泳 迁移 滞后 分 析 (Celectrophoretic mobility shift assay，EMSA)、 
DNA 酶 工 足 印 法 和 染色 质 免 疫 沉 淀 (ChIP) ,也 可 用 来 鉴别 和 分 析 与 特定 序列 结合 的 转 
录 因 子 。 其 中 前 一 种 方法 的 原理 是 转录 因子 与 特定 序列 的 结合 ,可 减缓 凝 胶 上 结合 有 和 蛋 
白质 的 DNA 片段 的 泳 动 速度 ,而 导致 相应 电泳 条 带 的 滞后 ,后 两 种 方法 参 分 别 参看 第 七 
章 RNA 生物 合成 有 关 细 菌 基 因 启 动 子 的 鉴定 ,以 及 第 十 三 章 分 子 生物 学 方法 。 

为 了 测定 得 到 的 转录 因子 的 活性 ,可 使 用 含有 已 知 顺 式 作用 元 件 和 报告 基因 
(reporter gene) 的 共 转 录 系 统 或 酵母 双 杂 交 系 统 ( 详 见 第 十 三 章 分 子 生 物 学 方法 ) 。 

(二 ) 转录 因子 的 结构 与 分 类 

到 目前 为 止 ,已 在 不 同 的 真 核 生物 中 发 现 2 800 多 种 转录 因子 ,编码 它们 的 基因 约 占 
哺乳 动物 基因 总 数 的 10 名。 大 多 数 转录 因子 通常 含有 以 下 几 种 不 同 的 结构 域 :(1) DNA 
结合 结构 域 (DNA-binding domain,DBD 或 BD) ,直接 与 顺 式 作用 元 件 结合 的 转录 因子 都 
有 此 结构 域 。 转 录 因 子 一 般 使 用 此 结构 域 之 中 的 特殊 “- 螺 旋 与 顺 式 作 用 元 件 内 的 大 沟 
接触 ,通过 螺旋 上 由 特殊 氨基 酸 残 基 侧 链 基 团 提供 的 氢 键 供 体 或 受 体 ,与 暴露 在 大 沟 中 
由 特殊 碱 基 对 提供 的 氧 键 受 体 或 供 体 之 间 形 成 的 氢 键 ,进行 相互 识别 而 产生 特异 性 。 许 
多 转录 因子 在 此 结构 域 上 还 富 含 碱 性 氨基 酸 ,这 可 能 有 利于 它 与 DNA 主 链 上 带 负电 荷 
的 磷酸 基 团 发 生 作 用 ;(2) 效应 器 结构 域 Ceffector domain) ,这 是 转录 因子 调节 转录 效率 
(激活 或 阻 遇 ) .产生 效应 的 结构 域 ;(3) 多 聚 化 结构 域 (multimerization domain) ,此 结构 
域 的 存在 使 得 转录 因子 之 间 能 够 组 装 成 二 聚 体 或 多 聚 体 ( 同 源 或 异 源 );(4) 还 有 的 转录 
因子 含有 第 四 种 所 谓 的 信和 号 感应 结构 域 (signal sensing domain) ,通过 这 种 结构 域 , 转 录 
因子 能 够 探测 到 外 部 特殊 的 信号 ,并 将 这 种 信号 传递 给 转录 复合 物 ,从 而 改变 特定 基因 
的 表达 。 例 如 , 固 醇 类 激素 的 受 体 就 是 具有 这 种 结构 域 的 转录 因子 。 下 面 将 集中 介绍 前 
两 种 结构 碟 。 

1.DNA 结合 结构 域 

DNA 结合 结构 域 一 般 会 含有 以 下 几 种 结构 模 体 中 的 一 种 (图 12- 24) : 

(1) ax- 螺旋 -转角 - a=- 螺 旋 (helixrturn-helix，HTH) 

这 是 第 一 个 被 确定 的 DNA 结合 模 体 。 它 最 初 发 现在 入 鸭 菌 体 的 Cro 蛋白 ,后 来 又 
在 大 肠 杆菌 的 乳糖 操纵 子 和 色 氮 酸 操 纵 子 的 阻 遏 蛋白 以 及 CAP 激活 蛋白 中 发 现 。 参 与 
真 核 生 物 发 育 的 同 源 异 形 结构 域 重 白质 (homeodomain protein) 也 有 这 种 模 体 。 
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侠 12- 24 转录 因子 四 种 DNA 结合 模 体 


HTH 的 主要 特征 包括 :@ 由 约 20 个 氨基 酸 残 基 组 成 。 这 些 氨基 酸 残 基 形 成 两 个 
短 的 -螺旋 ,以 及 一 个 位 于 螺旋 之 间 的 转角 结构 。 螺 旋 长 约 7~ 9 个 氨基 酸 ,转角 由 4 
个 氨基 酸 残 基 组 成 ,通常 起 始 于 Gly 残 基 ;G@ 两 个 -螺旋 近乎 垂直 ,其 中 有 一 个 称 为 
DNA 识别 螺旋 (CDNA recognition helix) ;G) 识别 螺旋 直接 与 DNA 双 螺 旋 的 大 沟 接触 ,以 
识别 和 结合 特异 性 的 顺 式 作用 元 件 , 另 外 一 个 螺旋 有 助 于 识别 螺旋 在 空间 上 采取 合适 的 
取向 ,从 而 有 利于 转录 因子 与 DNA 的 结合 。 

(2) 了 碱 性 aa- 螺旋- 环 - a -螺旋 (basic helixloop-helx,bHLH) 

该 模 体 由 2 段 -螺旋 和 之 间 的 突 环 构成 , 突 环 长 度 不 等 ,含有 12 一 28 个 氨基 酸 残 
基 。 两 段 -螺旋 一 小 一 大 。 小 的 具有 两 亲 的 性 质 , 有 利于 两 条 肽 链 之 间 形 成 二 聚 体 ,大 
的 位 于 N 端 ,一 般 含有 一 复 碱 性 的 氨基 酸 残 基 , 由 它 负 责 识别 并 结合 特殊 的 DNA 序列 。 
被 结合 的 碱 基 序列 称 为 下 盒 , 其 一 致 序列 为 具有 回 文 性 质 的 -CACGTG。 含 有 这 种 模 体 
的 转录 因子 可 通过 两 亲 的 小 -螺旋 在 疏水 面 之 间 的 相互 作用 ,组 装 成 同 源 或 异 源 二 聚 
体 蛋 白 ,而 每 个 单 体 再 通过 大 的 -螺旋 与 匡 盒 结合 (图 12 一 25) 。 

许多 b-HLH 类 转录 因子 参与 真 核 生 物 的 个 体 发 育 , 它 们 通常 分 为 两 类 :一 类 广泛 表 
达 ,无 组 织 特异 性 ,如 哺乳 动物 的 E12/E47, 另 一 类 具有 组 织 特异 性 ,如 MyoD、Myf5、 肌 
细胞 生成 素 (myogenin) 和 MRF4 仅 在 肌 细 胞 中 表达 。 

(3) 色 指 结构 (Zinc finger) 

该 模 体 最 初 是 在 真 核 生 物 RNAP 焉 的 基础 转录 因子 TF 开 A 之 中 发 现 的 。 据 估计 ， 
真 核 生 物 含有 这 种 结构 的 转录 因子 最 多 , 约 占 哺乳 动物 基因 总 数 的 1%。 

锌 指 结构 的 主要 特征 是 :@ 含有 Zn” 。Zn” 与 肽 链 上 若干 个 含有 孤 对 电子 的 氨基 
酸 残 基 的 侧 链 (His 或 Cys) 有 规律 地 配 位 结合 。 这 种 结合 致使 多 肽 链 上 一 段 相 对 短 的 序 
列 以 Zn2- 为 中 心 , 折 释 成 一 种 致密 的 指 状 结构 ;@) 每 一 个 锌 指 在 N 端 部 分 形成 B- 折 笃 ， 
而 在 C 端 部 分 形成 -螺旋 ,螺旋 内 的 氨基 酸 序列 缺乏 保守 性 。Zn” 并 不 与 DNA 结合 ， 
但 可 稳固 模 体 中 的 -螺旋 结构 ,从 而 使 其 能 伸 人 到 DNA 双 螺 旋 的 大 沟 内 ,以 识别 和 结 
合 特 异性 的 顺 式 作 用 元 件 ;G@) 锌 指 的 数目 是 可 变 的 ,例如 TF 了 幅 A 有 9 个 锌 指 , 而 Spl 有 
3 个 锌 指 。 
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图 12-25 含有 6- 螺 旋 - 突 环 - ac- 螺旋 结构 域 的 MyoD 与 DNA 的 结合 


到 目前 为 止 , 已 发 现 多 种 类 型 的 锌 指 结构 。 但 若 仅 根 据 His 和 Cys 的 数目 和 排序 ， 
主要 有 三 类 :第 一 类 为 Cz H: 锌 指 结构 ,以 TF 开 A 为 代表 。 与 Zn” 配 位 结合 的 是 2 个 
Cys 残 基 和 2 个 His 残 基 。 这 4 个 残 基 在 空间 上 形成 一 个 洞穴 ,恰好 可 容纳 1 个 Zn , 形 
似 手 指 。 由 au- 螺旋 与 DNA 结合 ,其 一 致 序列 为 CXs-,CXsFXsLXs:HXs,HCX 为 任何 一 种 
氨基 酸 残 基 ); 第 二 类 为 C, 锌 指 结构 , 它 以 脂 溶 性 激素 的 胞 内 受 体 为 代表 ,与 Zn 配 位 结 
合 的 是 4 个 Cys 残 基 , 其 一 致 序列 为 CX:CXs CXsCXisCXsCXsCXC, 前 四 个 和 后 四 个 
Cys 残 基 各 结 台 1 个 Za” 。 被 识别 的 顺 式 元 件 许多 带 有 回 文 序列 ;第 三 类 为 Cs 锌 指 结 
构 , 以 酵母 细胞 的 GAL4 蛋白 为 代表 ,由 2 个 -螺旋 和 1] 个 Pro 相关 的 环 组 成 , 环 位 于 
a- 螺 旋 之 间 。 它 含有 6 个 保守 的 Cys 残 基 ,与 2 个 Zn ” 配 位 结合 ,形成 一 种 三 叶 草 状 的 
结构 ,其 一 致 序列 是 CX:CXs CX:sCXsCXsC。DNA 结合 位 点 由 保守 的 三 核 苷 酸 序列 构 
成 , 通 稼 形成 对 称 的 结构 。 

需要 特别 指出 的 是 ,并 不 是 含有 锌 指 结构 的 蛋白 质 就 一 定 能 与 DNA 结合 ,如 含有 和 锌 
指 结构 的 蛋白 质 激 酶 CCOPKC) 就 不 能 与 DNA 结合 。 此 外 , 某 些 含有 锌 指 结构 的 蛋白 质 
能 够 与 RNA 结合 。 

(4) 碱 性 拉链 (basic Zipper，B-Zip) 

该 模 体 由 一 段 富 含 碱 性 氨基 酸 的 DNA 结合 片段 和 相 邻 的 亮 氮 酸 拉链 (leucine 
zipper) 结 构 组 成 ,其 中 亮 氨 酸 拉链 由 2 条 多 肽 链 上 的 2 段 两 亲 ua- 螺旋 ,通过 集中 在 每 个 
螺旋 一 侧 足 水 的 Leu 残 基 之 间 的 疏 水 作用 而 结合 在 一 起 ,每 隔 6 个 氨基 酸 残 基 出 现 1 个 
Leu 残 基 。 

亮 氨 酸 拉链 的 功能 在 于 使 转录 因子 能 以 二 聚 体 的 形式 起 作用 , 即 让 两 条 肽 链 上 带 正 
电荷 的 富 含 碱 性 氨基 酸 残 基 的 DNA 结合 片段 采取 合适 的 取向 ,能 同时 与 DNA 结合 (图 
12 三 262 

具有 B-Zip 模 体 的 蛋白 质 主要 存在 于 真 核 生物 ,例如 AP - 1、ATF-CREB 家 族 和 
GCN4。 其 中 ,AP- 1 是 由 Jun 和 Fos 两 种 不 同 的 蛋白 质 组 成 的 异 源 二 聚 体 ;GCN4 为 同 
源 二 聚 体 , 参 与 调节 酵母 细胞 内 的 与 氨基 酸 合成 有 关 的 基因 表达 ;ATF-CREB 家 族 含有 
13 个 不 同 的 单 体 , 可 形成 78 种 不 同 的 异 源 二 聚 体 ， 

(5) 翼 式 螺旋 Cwinged helix) 

这 是 一 种 由 螺旋 和 有 B 折 释 组 成 的 模 体 结构 ,其 中 螺旋 有 三 段 , 位 于 N 端 ,B 折 三 
由 3 个 反 平 行 的 B 股 组 成 。B 折 释 结 构 使 得 v 螺旋 呈 辟 状 (图 12 - 27)。 这 种 模 体 结构 最 
初 发 现 于 哺乳 动物 肝 细 胞 的 转录 因子 HNF - 3y, 后 来 在 其 他 与 HNF - 3y 同属 一 族 的 转 
录 因 子 中 也 有 发 现 。 此 外 , 真 核 生 物 参与 激活 热 休克 蛋白 基因 表达 的 热 休 克 因 子 1(heat 


真 核 生 物 的 基因 表达 调控 


DNA 

余 12-26 碱 性 拉链 结 
构 域 与 DNA 
的 结合 


下 


、， 


4/ 
食 12-27 辟 式 螺旋 


501 


有 时 一 种 激活 蛋白 
过 量 表达 反而 能 导致 其 激活 
东 因 表达 的 功能 受阻 ,甚至 
还 能 抑制 细胞 内 其 他 激活 蛋 
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shock factor, HSF1) 也 含有 这 种 模 体 结构 。 对 于 含有 这 种 模 体 结 构 的 DNA 结合 蛋白 来 
说 ,依赖 于 其 中 的 两 个 gc 螺旋 与 DNA 大 沟 中 的 序列 相互 作用 。 

(6) 与 小 沟 接 触 的 B- 支 架 因 子 (beta-scaffold factors with minor groove contacts) 

大 多 数 转 录 因 子 与 DNA 双 螺 旋 的 大 沟 接 触 , 但 含有 这 一 种 模 体 的 蛋白 质 却 在 小 沟 
与 DNA 结 合 , 而 且 识 别 碱 基 序 列 的 不 是 -螺旋 ,而 是 突出 在 外 的 B- 折 释 。 具 有 这 种 模 
体 的 蛋白 质 有 STAT 、TBP.p53 和 HMG 等 。 

2. 激活 蛋白 的 效应 器 结构 域 

激活 蛋白 的 效应 器 结构 域 即 是 激活 基因 转录 的 激活 结构 域 (activation domain， 
AD) ,也 称 为 反 式 激活 结构 域 (trans-activating domain,TAD) 。 转 录 因 子 上 的 BD 只 能 让 
转录 因子 与 特定 的 顺 式 作 用 元 件 结合 ,以 "锁定 ”被 调节 的 目标 基因 ,激活 基因 表达 的 功 
能 由 转录 因子 上 专门 的 AD 承担 。 

转录 因子 通过 其 AD 与 转录 机 器 上 特定 的 组 分 或 者 其 他 调节 蛋白 结合 ,从 而 影响 到 
转录 的 效率 。 例 如 ,疱疹 病毒 编码 的 激活 蛋白 VP16 在 作用 的 时 候 , 其 AD 被 发 现 直接 与 
TBP、 TFIB 和 SAGA 复合 物 等 结合 。 

虽然 许多 真 核 生 物 的 转录 因子 上 的 BD 的 三 维 结构 已 被 确定 ,但 还 没有 得 到 一 种 转 
录 因 子 在 AD 上 相应 的 结构 。 事 实 上 ,AD 一 般 并 没有 固定 的 三 维 结构 ,然而 一 旦 与 特定 
的 蛋白 质 发 生 相 互 作 用 以 后 可 形成 一 定 的 三 维 结构 。 通 过 突变 分 析 , 发 现 了 一 些 转录 因 
子 的 激活 结构 域 在 氨基 酸 组 成 上 具有 共同 的 特征 ,这 已 成 为 区 分 激活 结构 域 的 标准 。 

根据 氨基 酸 的 组 成 ,已 发 现 的 AD 主要 分 为 四 类 :(1) 酸性 结构 域 (acidic domain)。 
该 激活 结构 域 在 一 级 结构 上 并 无 序列 的 同 源 性 ,但 富 含 酸性 氨基 酸 残 基 (Asp 和 Glu) , 且 
常 有 若干 个 疏水 的 氨基 酸 残 基 镰 典 在 其 中 。 例 如 , 糖 皮质 激素 受 体 * 酵 母 细胞 的 GAL4 
和 GCN4 蛋白 。 氨 基 酸 替换 实验 显示 ,增加 酸性 结构 域 的 负电 荷 数 ,能 提高 激活 效率 。 
(2) 富 含 Gln 结构 域 (glutamine-rich domain) ,如 Spl .Oct- 工 和 GAL11 等;(3) 富 含 Pro 
结构 域 (proline-rich domain) ,如 Oct-2.CTFVNE=- 1 家族 和 AP2:(47 富 含 lle 的 结构 域 
(isoleucine-rich domain) ,如 NTEF-=-1。 

AD 在 功能 上 是 独立 的 ,因此 如 果 一 种 AD 被 人 为 地 与 不 同 的 BD 融合 在 一 起 ,可 有 昭 
样 激活 含有 相应 BD 所 能 识别 的 顺 式 元 件 的 报告 基因 的 表达 。 

已 发 现 许 多 酵母 转录 因子 的 AD 在 哺乳 动物 细胞 内 也 能 刺激 转录 ,但 是 ,一 些 哺乳 
动物 的 AD 在 酵母 细胞 内 并 不 起 作用 。 这 说 明 某 些 激活 的 机 制 是 所 有 的 真 核 细胞 所 共 
有 的 , 某 些 激活 机 制 是 随 着 生物 的 进化 而 发 展 起 来 的 。 

3， 转录 因子 的 分 类 

转录 因子 划分 的 主要 标准 是 DNA 结合 结构 域 , 但 那些 无 此 结构 域 的 转录 因子 就 不 
能 包括 在 内 。 

根据 DNA 结合 结构 域 的 特征 ,转录 因子 可 分 为 五 大 类 (superclass) :第 一 大 类 为 碱 
性 结构 域 (basic domain) 类 转录 因子 ,含有 b-HLH.、b-Zip 或 bHLH-Zip 模 体 的 转录 因子 
以 及 NEF-2、RF-X 和 Pb-HSH 类 转录 因子 都 属于 此 大 类 ;第 二 大 类 为 锌 配 位 DNA 结合 结 
构 域 (Zinc-coordinating DNA-binding domain) 类 转录 因子 ,含有 和 锌 指 结构 的 转录 因子 均 
属于 此 类 ;第 三 大 类 为 HTH 类 转录 因子 ,含有 HTH 模 体 的 转录 因子 均 属 于 此 类 ;第 四 
大 类 为 与 小 沟 接 触 的 B- 支 架 因子 ;第 五 大 类 称 为 零 大 类 ,不 属于 上 述 四 大 类 的 转录 因子 
原则 上 可 被 归 和 人 此 类 ,如 AP2/EREBP 相关 因子 和 HMG  。 

4. 转录 因子 本 身 的 激活 机 制 

大 多 数 转录 因子 本 身 的 活性 也 是 受到 调节 的 ,这 些 转录 因子 在 调节 其 他 基因 转录 之 
前 自己 首先 要 被 激活 ,激活 的 途径 以 下 几 种 :(1) 转录 激活 。 某 些 转录 因子 本 身 的 基因 
通常 处 于 关闭 的 状态 ,只 有 在 特定 的 条 件 下 才 被 诱导 表达 ,如 转录 因子 Fos 的 表达 受到 
磅 酸化 的 血清 反应 因子 (serum response factor,SRE) 的 诱导 才 会 表达 。 当 SRF 磷酸 化 以 
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后 与 /os 基因 上 游 的 SRE 结合 才 会 起 动 Fos 的 表达 ;(2) 磷酸 化 。 许 多 转录 因子 只 有 在 
受到 蛋白 质 激酶 的 作用 才 有 活性 ,如 HSF 和 CREB 等 ;(3) 去 磷酸 化 。 某 些 转录 因子 只 
有 在 磷酸 酶 作用 下 ,从 磷酸 化 状态 转变 为 去 磷酸 化 状态 才 有 活性 ; (4) 配 体 结合 。 脂 浴 
性 激素 的 受 体 只 有 在 与 充当 配 体 的 脂 浴 性 激素 结合 以 后 ,才能 够 作为 转录 因子 调节 某 些 
基因 的 表达 。(5) 对 象 交 换 (partner exchange) 。 一 个 二 聚 体 转 录 因 子 可 能 有 不 同 的 聚 
合 对 象 ,与 不 同 的 聚合 对 象 组 装 成 的 二 聚 体 活性 会 有 变化 ,其 中 有 的 二 聚 体 有 活性 ,有 的 
没有 活性 ,无 活性 的 二 聚 体 只 有 在 其 聚合 的 对 象 被 交换 以 后 才 被 激活 。 例 如 ,转录 因子 
Myc、 MAD 和 MAX,MAX-MAX 同 源 二 聚 体 的 活性 很 低 ,MAD-MAX 能 够 与 相应 的 顺 
式 作 用 元 件 结合 , 但 却 不 能 激活 基因 的 转录 ,只 能 阻 断 MycMAX 的 结合 ,只 有 Myc- 
MAX 才 有 活性 ;(6) 抑制 剂 释放 。 某 些 转录 因子 本 来 与 细胞 内 内 源 的 抑制 剂 结合 而 无 
活性 ,只 有 在 它 与 抑制 剂 解 离 以 后 才 有 活性 。 例 如 ,转录 因子 NF,B 是 由 p65 和 p50 组 成 
的 异 源 二 聚 体 , 它 存在 于 很 多 类 型 的 细胞 中 。 但 是 ,抑制 剂 KB 与 它 的 结合 掩盖 了 位 于 
p65 的 细胞 核定 位 信号 ,导致 NF%B 被 隔离 在 细胞 质 ,只 有 在 也 淋 巴 细胞 内 ,p65 因 磷 酸 
化 促使 了 B 的 释放 。 随 后 ,NEF,B 才能 进入 细胞 核 ,激活 抗体 < 轻 链 基因 的 表达 。 
阻 遇 蛋 和 的 抑制 机 制 

阻 遏 蛋 白 与 沉默 子 结合 以 后 可 以 通过 三 种 方式 来 抑制 基因 的 表达 (图 12 - 28): 
(1) 与 激活 蛋白 竞争 结合 增强 子 的 部 分 序列 ,这 是 因为 增强 子 有 部 分 序列 与 沉默 子 重 
笃 , 因 此 , 阻 遏 蛋白 与 沉默 子 的 结合 将 会 干扰 激活 蛋白 与 增强 子 的 结合 。 例 如 , Wilm 氏 
肿瘤 (Wilm's tumor) 是 一 种 肾 母 细 胞 瘤 ,通常 发 生 在 儿童 身上 。 它 与 一 种 抑 癌 基 因 WT1 
的 突变 有 关 。 正 常 的 WT1 基因 倾向 于 在 发 育 的 肯 脏 细胞 中 表达 。WT1 蛋白 是 一 种 具 
有 CH, 锌 指 结构 的 阻 遏 蛋白 ,与 另 一 种 叫 早 期 生长 反应 基因 (the early growth response 
1,EGR- 1) 的 产物 具有 相同 的 DNA 结合 位 点 。 但 是 ,EGR - 1 蛋白 是 一 种 激活 蛋白 , 它 
能 促进 细胞 的 分 裂 。Wilm 氏 肿瘤 患者 从 甚 父母 那里 继承 了 突变 的 WT1 基因 ,因而 表达 
的 是 一 种 没有 功能 的 WT1 蛋白 。 由 于 没有 WT1 对 EGR - 1 的 于 扰 ,致使 吧 母 细胞 分 裂 
失去 控制 ,这 样 的 小 孩 很 早 就 会 患 上 肾 瘤 ;(2) 与 激活 蛋白 的 激活 结构 域 结 合 ,使 激活 蛋 
白 不 能 起 作用 ;(3) 直接 作用 于 基础 转录 因子 或 RNAP[ ;(4) 招募 Sin3-Rpd3 ,促进 组 蛋 
白 的 去 乙酰 化 ,如 酵母 细胞 的 UME6 蛋白。 


(1) 激活 蛋白 、 -一 激活 结构 域 
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舍 12-28 阻 逼 蛋白 与 沉默 子 结合 以 后 抑制 基因 表达 的 三 种 可 能 方式 


与 激活 蛋白 相似 ,许多 阻 遏 蛋白 也 有 两 个 结构 域 ,一 个 为 DNA 结合 结构 域 , 另 一 个 
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则 是 阻 遏 绪 构 域 (repression domain) 。 由 于 DNA 结合 结构 域 和 效应 器 结构 域 在 结构 和 
功能 上 是 相对 独立 的 ,所 以 可 以 利用 重组 DNA 技术 ,对 不 同 转录 因子 的 这 两 个 结构 域 进 
行 互 换 ,得 到 嵌 合 体 。 骨 合体 是 激活 还 是 阻 过 基因 表达 ,取决 于 效应 器 结构 域 的 性 质 。 
例如 ,有 人 将 果 蝇 体内 一 种 叫 Kruepple 的 阻 遏 蛋白 的 阻 遏 结构 域 ,与 大 肠 杆菌 乳糖 操纵 
子 阻 遏 蛋白 的 DNA 结合 结构 域 融合 在 一 起 ,结果 发 现 这 种 融合 蛋白 也 能 够 抑制 与 乳糖 
操纵 基因 偶 联 的 报告 基因 的 转录 。 虽 然 已 在 某 些 阻 遏 蛋白 的 阻 遏 结构 域 上 发 现 一 些 特 
殊 的 氨基 酸 序列 ,但 对 于 阻 遏 结构 域 具体 的 作用 机 制 还 了 解 得 甚 少 。 


三 、 参 与 转录 水 平 调节 的 IncRNA 


InceRNA 除了 在 染色 质 水 平 还 可 以 在 转录 水 平 上 直接 调节 真 核 基因 的 表达 ,这 种 调 
节 可 以 通过 不 同 的 方式 进行 :(1) 作为 辅 调节 物 去 修饰 转录 因子 的 活性 ,或 者 调节 其 他 
辅 调节 物 的 结合 和 活性 。 例 如 ,一 种 叫 Evf- 2 的 IncRNA 作为 同 源 盒 转录 因子 Dlx2 的 
辅 激活 物 ,可 招募 Dix2 ,诱导 Dlx5 的 表达 ,从 而 在 哺乳 动物 前 脑 的 发 育 和 神经 形成 中 起 
重要 作用 。 再 如 ,一 种 叫 TLS 的 RNA 结合 恒 白 , 可 结合 并 抑制 CBP/p300 复合 物 的 
HAT 的 活性 ,从 而 定向 阻 遏 周期 蛋白 Dl 的 表达 。TLS 作用 的 特异 性 是 由 局 部 表达 的 
低 水 平 IncRNA 将 其 引 到 周期 蛋 自 D1 的 局 动 子 上 造成 的 。 作 为 DNA 损伤 的 反应 ,这 些 
局 部 表达 的 InceRNA 系 在 5 -调控 区 ,以 协同 的 方式 调节 TLS 的 活性 。(2) 直接 作用 
RNAPI 所 需要 的 基础 转录 因子 。 例 如 ,从 二 氧 叶酸 还 原 酶 CDHFR) 上 游 一 个 次 要 的 启 
动 子 转录 产生 的 一 种 IncRNA, 可 以 与 其 主要 局 动 子 内 的 DNA 形成 一 种 稳定 的 RNA- 
DNA 三 螺旋 ,从 而 阻止 TFITB 的 结合 ,进而 抑制 DHFR 基因 的 转录 。 


四 、 转 录 水 平 调控 的 实例 


(一 ) 酵母 细胞 半 乳 糖 代谢 相关 基因 的 表达 调控 

酵母 细胞 共有 3 个 基因 一 一 Gel .Ga7 和 Ga/L10 ,它们 分 别 编码 半 乳 糖 激酶 . 半 乳 糖 
转移 酶 和 半 乳 糖 差 向 异 构 酶 参与 半 乳 糖 的 分 解 代 谢 。 这 3 个 基因 在 基因 组 上 虽然 靠 得 
很 近 , 但 并 不 像 原 核 生 物 那样 组 成 操纵 子 。 

在 Gall 和 Ga:10 之 间 有 一 段 上 游 激 活 子 序列 (Cupstream activator sequence，UAS) ， 
其 一 致 序列 是 CGG - N11 - CCGCN 表示 GATC 中 的 任何 一 种 ) ,为 转录 因子 Gal4 蛋白 
的 结合 位 点 。 

Ga/ 基因 的 表达 都 受到 半 有 乳糖 的 诱导 ,这 是 因为 :在 没有 半 乳 糖 时 ,Gal80 蛋白 与 
Gal4 蛋白 二 聚 体 结合 在 一 起 。 这 种 结合 屏蔽 了 Gal4 上 的 AD, 使 其 无 法 激活 Ga: 基因 的 
转录 ;而 在 有 半 乳 糖 时 , 半 乳 糖 的 代谢 物 与 Gal80 结合 , 诱 使 Gal80 与 Gal4 解 离 并 与 细胞 
质 中 的 Gal3 结合 ,Gal4 的 AD 因此 暴露 出 来 ,于 是 , 它 能 将 一 系列 促进 和 参与 转录 的 和 蛋 
白质 ,包括 SAGA( 具 有 HAT 活性 ). 介 导 和 蛋白 、 基 础 转录 因子 和 RNAPI[ 招 募 到 Ga/ 基 
因 的 启动 子 周 围 ,激活 Gal 基因 的 表达 (图 12-29)。 
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与 大 肠 杆菌 类 似 ,酵母 也 有 和 葡萄糖 效 应 。 这 是 因为 在 有 葡萄 糖 的 时 候 ,一 种 叫 Migl 
的 阻 遏 蛋白 与 UAS 和 局 动 子 之 间 的 上 游 调节 位 点 (upstream regulatory site, URS) 结 合 。 
然后 ,Migl 可 将 Tupl 招募 过 来 , Tupl 再 招募 HDAC, 从 而 阻止 Ca 基因 的 转录 。 

有 人 使 用 重组 DNA 技术 ,将 Gal4 的 酸性 激活 结构 域 和 大 肠 杆菌 阻 遏 蛋白 的 DNA 
结合 结构 域 融合 起 来 ,产生 LexA - Gal4 嵌 合 蛋白 ,结果 发 现 这 样 的 融合 蛋白 能 够 与 含有 
LexA 结合 位 点 的 DNA 结合 ,并 像 原 来 的 Gal4 一 样 激活 下 游 报告 基因 (ac2) 的 表达 (图 
12- 30)。 这 再 次 说 明 ,一 种 转录 因子 是 激活 还 是 抑制 基因 转录 与 其 DNA 结合 结构 域 无 


关 , 只 与 它 的 效应 器 结构 域 的 性 质 有 关 。 GE 试 比较 本 和 母 与 大 胞 
杆菌 对 半 乳 糖 代谢 有 关 酶 基 
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(二 ) 热 体 克 蛋 白 的 基因 表达 调控 

与 细菌 一 样 , 真 核 生物 在 温度 又 然 升 高 或 其 他 不 恨 因 素 的 刺激 下 ,体内 热 休 克 和 蛋白 
基因 被 诱导 表达 以 帮助 细胞 渡 过 难关 。 

主要 的 热 休克 蛋白 有 :HSP104、HSP 90、HSP 70、HSP 60 和 HSP 20。 这 些 热 休 克 
蛋白 的 基因 表达 除了 启动 子 以 外 ,还 受到 HSE 和 HSEF 的 控制 ,其 中 HSE 位 于 热 休克 蛋 
白 基 因 的 上 游 ,其 一 致 序列 是 GAANNTTCNNGAA(KN 表示 GATC 中 的 任何 一 种 )。 
HSF 是 与 HSE 结合 的 转录 因子 ,其 主要 的 形式 是 HSF-1。HSF-1 的 BD 含 有 的 模 体 
结构 是 辟 式 螺旋 。 

就 哺乳 动物 而 言 ,在 正常 条 件 下 ,其 胞 内 的 HSF - 1 以 单 体 的 形式 存在 ,并 与 HSP 
结合 在 一 起 ,缺乏 结合 DNA 的 活性 ,因为 这 时 NLS 被 屏 项 了 ;但 在 受热 或 者 其 他 胁迫 条 
件 下 ,细胞 内 的 错误 折 释 的 蛋白 质 增加 ,这 时 HSP 被 吸引 去 了 与 错误 折 礁 的 蛋白 质 结 
合 ,而 与 HSF- 1 解 离 。 于 是 ,HSF 从 单 体 变 成 三 聚 体 ,并 在 暴露 出 来 的 NLS 指导 下 进 
入 细胞核, 在 与 RPA 形成 复合 物 以 后 再 与 HSE 结合 ,通过 其 AD 招募 组 蛋白 伴侣 
促进 染色 质 转录 复合 物 (FACT) 和 Swi/Snf 复合 物 , 最 终 上 调 热 休 克 和 蛋白 基因 的 表达 。 
然而 ,HSEF 的 三 聚 体 化 和 与 DNA 结合 还 不 足以 诱导 转录 ,因为 在 酵母 细胞 内 , HSF 一 直 
以 三 聚 体 的 形式 存在 并 始终 与 DNA 结合 ,因此 ,HSF 在 与 DNA 结合 以 后 还 应 该 有 第 二 
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步 激 活 步骤 。 已 有 实验 证 据 证 明 ,酵母 和 果 蝇 HSF 的 第 二 步 激 活 由 超 氧 阴离子 负责 。 

(三 ) 脂 溶 性 激素 诱导 的 基因 表达 调控 

脂 溶性 激素 的 受 体 通 常 位 于 细胞 内 ,因此 脂 溶性 激素 一 般 必 须 进 入 细胞 内 才能 起 作 
用 。 而 那些 受 体 位 于 细胞 质 的 脂 溶性 激素 很 容易 通过 自由 扩散 的 方式 ,到 达 细 胞 质 , 并 
与 其 中 的 受 体 结合 。 这 种 结合 可 改变 受 体 的 构象 ,使 原本 与 受 体 结合 的 HSP90、HSP56 
和 了 于 被 释放 (图 12- 31)。 一 旦 HSP90、HSP56 和 IP 得 到 释放 ,原先 在 受 体 土 被 隐藏 的 
细胞 核定 位 信号 (NLS) 以 及 负责 与 HRE 结合 的 结构 域 就 暴露 出 来 。 在 NLS 的 指导 下 , 激 
素 与 受 体 的 二 元 复合 物 (HR) 从 核 孔 进入 细胞 核 ,在 形成 二 聚 体 一 一 CHR), 以 后 ,通过 受 
体 上 的 锌 指 结构 与 DNA 分 子 上 高 度 特 异性 的 HRE 结合 ,再 将 HAT 招募 进来 ,催化 HRE 
周围 染色 质 上 的 组 蛋白 发 生 乙酰 化 修饰 ,促使 局 部 的 染色 质 从 不 利于 基因 表达 的 紧密 构 
象 变 成 有 利 基因 表达 的 松散 构象 。 不 同 脂 溶性 激素 的 HRE 序列 是 不 同 的 ( 表 12- 2)。 


表 I2-2 常见 的 脂 溶 性 激素 HRE 一 致 序列 
Ar 激素 HRE 一 致 序列 
峻 二 醉 5'GGTCANNNTGACC3 
糖 皮质 激素 (刺激 性 ) 5GNACANNNTGTYCT3' 
糖 皮质 激素 (抑制 性 ) 5'CAGGAAGGTCACGTCCAAGGGCTC3' 
孕 酮 5GNANANGNTGTYC3- 
甲状 腺 素 (T3) 5'AGGTAAGATCAGGGACG3' 


(人 
液 受 体 复合 物 


对 于 受 体 位 于 细胞 核 的 脂 溶性 激素 来 说 ,需要 先后 跨 过 部 细胞 的 质 膜 和 核 膜 ,才能 到 
达 核 内 与 相应 的 受 体 结合 . 在 没有 激素 的 时 候 , 这 些 " 闲 置 的 细胞 核 受 体 有 的 也 与 
HSP90 结合 (如 肉 激 素 的 受 体 ) ,但 以 单 体 形式 存在 。 然 而 ,一 旦 有 激素 与 之 结合 , HSP90 
即 解 离 下 来 。 此 时 受 体形 成 二 聚 体 , 并 与 HRE 结合 ,再 通过 招募 HAT 激活 特定 的 基因 
表达 。 

还 有 一 些 细胞 核 受 体 在 没有 激素 的 时 候 , 就 已 结合 在 相应 的 HRE 上 (如 甲状 腺 素 的 
受 体 ) ,同时 还 与 HDAC 结合 。 与 HAT 正好 相反 ,HDAC 保持 局 部 的 染色 质 处 在 浓缩 
的 构象 ,而 阻止 附近 的 基因 的 表达 。 一 旦 有 激素 结合 , HDAC 立刻 被 释放 。 与 此 同时 ， 
HAT 则 被 招募 进来 催化 组 蛋白 的 乙酰 化 修饰 ,促使 局 部 的 染色 质 从 紧密 构象 变 成 松散 
开放 的 构象 ,这 有 利于 催化 基因 转录 的 RNAP[ 和 转录 因子 结合 到 启动 子 上 ,从 而 激活 
HRE 下 游 基 因 的 表达 。 


(四 ) 金属 硫 蛋白 的 基因 表达 调控 

金属 硫 和 蛋白 (metallothionein，MT) 是 一 种 富 含 Cys 残 基 ( 约 占 氨基 酸 残 基 总 数 的 
30%) 小 蛋白 ,在 细胞 内 能 够 与 重金 属 离子 (如 铬 ?结合 ,以 清除 细胞 内 过 量 的 重金 属 ,从 
而 保护 细胞 免 受 重 金属 毒害 。 此 外 ,还 发 现 它 参与 细胞 防护 活性 氧 以 及 调节 体内 锌 离子 
水 平 的 稳定 。 

MT 基因 平常 以 较 低 的 水 平 表达 ,但 遇 到 过 量 的 重金 属 离子 或 在 糖 皮质 激素 的 作用 
F ,可 大 量 表达 。 重 金属 离子 可 诱导 MT 的 表达 是 因为 MT 的 上 游 存在 MRE, 但 MRE 
需要 金属 应 答 性 转录 因子 - 1(metal-responsive transcription factor 1，MTF - 1) 的 结合 。 
MRE 的 一 致 序列 是 TGCRCNC (R 代表 是 两 种 味 叭 碱 基 ,N 为 GATC 中 的 任何 一 种 ) 。 

MTF- 1 的 N 端 一 半 为 BD, 具 有 CH: 锌 指 结构 ,而 它 的 C 端 一 半 同 时 含有 三 种 
AD, 即 酸性 结构 域 . 语 含 Pro 结构 域 和 富 含 Ser/Thr 结构 域 。 在 正常 的 条 件 下 ,MTEF=-1 
来 回 穿 梭 于 细胞 质 基 质 和 细胞 核 , 因 为 它 同 时 带 有 NLS 和 NES 信号 序列 。 然 而 ,一 且 
细胞 内 的 锌 离子 过 量 , 便 与 MITF - 1 结合 ,MTEFE- 1 因此 被 激活 并 进入 细胞 核 与 MRE 结 
合 ,然后 通过 它 的 AD 将 CBP/p300 复合 物 、 介 导 和 蛋白 `TFLE RNAPI 招 募 到 MT 的 启 
动 子 周围 ,激活 MT 的 表达 。 此 外 ,MTF- 1 可 发 生 磷酸 化 修饰 ,而 磷酸 化 修饰 对 它 也 有 
激活 的 效果 (图 12 一 32) 。 


磷酸 化 一 一 ~ 
脱 磷酸 化 加 


已 SB 了 | 六 一 一 | 驾 基 因 的 转录 
MRE 
食 12-32 MIF-1 激 活 的 基因 表达 机 制 


酵母 细胞 与 MTF - 1 相当 的 是 ACE - 1 ,该 转录 因子 调节 依赖 于 钢 的 MT 基因 的 表 
达 。ACE-1 在 N 端 一 半 含有 与 MT 相似 的 成 复 的 Cys 残 基 。 铜 与 成 复 的 Cys 残 基 结 
合 改变 了 ACE - 1 的 构象 ,ACE - 1 因此 被 激活 而 与 MRE 结合 ,从 而 上 调 MI 基因 的 

(五 ) 生物 发 育 过 程 中 的 组 织 特异 性 基因 表达 

组 织 特异 性 基因 表达 与 组 织 特异 性 转录 因子 和 组 织 特异 性 顺 式 作用 元 件 ( 如 组 织 特 
异性 增强 子 ) 有 关 , 其 主要 特征 反映 在 以 下 几 个 方面 :(1) 组 织 特异 性 转录 因子 只 在 特定 
类 型 的 细胞 内 表达 ,通常 星 时 空 特异 性 的 表达 ;(2) 组 织 特异 性 的 转录 因子 与 组 织 特异 
性 的 顺 式 作用 元 件 (主要 是 组 织 特异 性 的 增强 子 ) 结 合 ,与 普遍 表达 的 基础 转录 因子 一 起 
调节 基因 的 表达 ;(3) 某 些 转录 因子 专门 在 细胞 分 化 的 早期 阶段 表达 ,作用 于 受阻 遏 的 
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染色 质 上 的 启动 子 , 并 招募 其 他 蛋白 质 ,促进 染色 质 的 重 塑 ,以 形成 具有 转录 活性 的 染色 
质 结构 ;(4) 转录 激活 通常 还 受到 其 他 信号 的 调节 ;(5) 在 整个 个 体 发 育 阶段 ,一 种 转录 
因子 的 表达 往往 受到 另 一 种 转录 因子 的 调节 ,不 同 的 转录 因子 会 构成 一 种 复杂 的 级 联 调 


节 网 络 。 


下 面 分 别 以 肌肉 细胞 的 分 化 和 果 蝇 的 发 育 为 例 , 详 细 介绍 组 织 特 异性 的 基因 表达 调控 。 


1， 肌肉 形成 (myogenesis) 

肌肉 形成 分 为 三 个 阶段 :第 一 个 
阶段 为 决定 阶段 。 在 此 阶段 ,胚胎 上 
的 体 节 (somite) 转变 为 肌纤维 母 细 
胞 ;第 二 个 阶段 为 分 裂 和 迁移 阶段 。 
在 此 阶段 ,肌纤维 母 细胞 迁移 、 排 列 


并 停止 分 裂 ,发 育成 肢 芽 (limb bud)， | 人 有 的 沁 定 

第 三 个 阶段 为 分 化 阶段 。 在 此 阶段 ， 

肌纤维 母 细 胞 (myoblast) 融 合成 多 核 C) Co) Co) Co) (9) 母 细 朋 
的 类 肌 细胞 (myocyte), 并 最 终 分 化 1 
而 成 肌肉 (图 12 - 33)。 这 三 个 阶段 前 贞 宛 次 

共 需 要 两 类 转录 因子 :一 类 是 调节 肌 分 化 成 肌肉 

纤维 母 细 胞 分 化 成 肌肉 的 肌肉 调节 | 

因子 (muscle regulatory factor， 

MRF); 另 一 类 是 肌肉 增强 因子 肌肉 细胞 


(muscle enhancer factor，MEF) 。 


售 12-33 肌肉 形成 的 三 个 阶段 


MRF 包括 MyoD、Myf5 和 肌肉 

生成 素 (myogenin) 和 MRF4( 图 12 - 34) ,其 中 MyoD 和 Myf5 只 在 尚未 分 化 的 分 裂 肌 纤 
维 母 细胞 中 表达 ,但 在 迁移 的 体 节 中 并 不 表达 。 肌 肉 生 成 素 只 在 开始 分 化 的 细胞 中 表 
达 。 而 MRF4 只 在 分 化 后 的 细胞 中 表达 。 


二 MyoD 肌肉 生成 素 E 
的 二 人 二 = MRF4 
体 节 内 肌纤维 
的 细胞 母 细胞 。 
分 化 的 类 肌 细 胞 


儒 12-34 转录 因子 MyoD、.Myf5、.MRF4 和 肌肉 生成 素 对 肌肉 细胞 形成 的 影响 


这 些 转录 因子 都 具有 b-HLH DNA 结合 结构 域 ,以 同 源 二 聚 体 ( 如 MyoD/MyoD) 或 
异 源 二 聚 体 (如 MyoD/E2A) 的 形式 与 顺 式 作用 元 件 下 盒 ( 一 致 序列 是 CANNTG) 结 合 。 

位 于 MyoD 碱 性 结构 域 和 铵 链 区 的 Alal14.Thrl15 和 Lysl24 最 为 重要 ,它们 的 突 
变 可 导致 MyoD 功能 的 丧失 。 如 果 将 无 促 肌肉 形成 活性 的 E12 蛋白 相应 位 置 上 的 氨基 
酸 残 基 突 变 成 上 述 氨基 酸 残 基 ,E12 就 转变 成 促 肌 肉 生 成 的 激活 蛋白 。 

MEF 属于 与 小 沟 接 触 的 B- 支 架 因子 类 转录 因子 ,含有 MADS 结构 域 , 它 与 MREF/ 
E2A 形成 复合 物 ,其 中 的 MEF2 与 其 他 MEF2 蛋白 以 同 源 二 聚 体 或 异 源 二 聚 体 的 形式 ， 
与 肌肉 特异 性 基因 上 游 一 段 富 含 A/T 的 保守 序列 结合 ,MEF2 蛋白 还 能 起 动 肌肉 的 分 
化 ,因此 ,MEF2 蛋白 属于 肌肉 产生 的 共 调 节 物 (co-regulator) 。 许 多 肌肉 特异 性 基因 在 
下 盒 附 近 含 有 MEF2 结合 位 点 。MRF 和 MEF2 的 共 表 达能 够 导致 肌肉 特异 性 基因 的 增 
效 激活 (synergistic activation) 。 增 效 效 应 是 由 MEF2 上 的 MADS 结构 域 和 MRF 上 的 


bHLH 结构 域 的 直接 作用 引起 的 (图 12 - 35)。 


(1) MRF 


(1) MEF 


肛 内 生成 素 相 
互 作 用 结构 域 


2. 果 晶 的 发 育 

在 受精 卵 形 成 以 后 ,任何 一 种 真 核 生物 
随后 的 生长 和 发 育 都 将 涉及 复杂 而 又 精妙 的 
基因 表达 调控 。 

在 生物 学 上 ,一 个 受精 卵 的 生长 发 育 可 
分 为 卵 裂 (cleavage) . 原 肠 胚 (gastrula) 器 官 
发 生 《〈organogenesis ) 和 成 熟 与 生长 
Cmaturation 必 growth) 四 个 阶段 。 

在 每 一 个 阶段 ,都 有 一 个 固定 的 基因 表 
达 调 挖 程序 。 这 种 程序 是 高 度 可 重复 的 ,对 
每 一 个 胚胎 都 是 相同 的 。 总 之 ,一 个 受精 卵 
一 次 又 一 次 地 发 育成 具有 正确 大 小 .正确 形 
状 和 位 于 正确 位 置 的 完全 分 化 器 官 的 成 体 。 

所 有 的 发 育 都 开始 于 一 个 单一 的 受精 
卵 , 但 必须 意识 到 合子 和 卵细胞 的 细胞 质 并 
不 是 均一 的 。 事 实 上 ,一 个 卵细胞 的 内 部 具 
有 非常 确定 的 mRNA 和 蛋白质 的 分 布 , 这 种 
分 布 是 一 个 正在 发 育 的 卵 母 细 胞 在 受到 它 周 
围 的 滋养 细胞 Cnurse cell) 和 卵泡 细胞 的 作用 
下 形成 的 。 于 是 ,母系 基因 通过 这 些 mRNA 
和 蛋白质 ,对 后 面 的 发 育 进程 产生 极为 重要 
的 影响 (图 12- 36) 。 

在 果 蝇 的 发 育 过 程 中 ,有 三 类 基因 控制 
或 调节 整个 发 育 进程 。 

(1) 母系 基因 (maternal gene) 

这 些 基因 编码 的 是 贮存 在 卵细胞 内 的 
mRNA 和 蛋白质, 由 它们 决定 一 个 正在 发 育 
的 胚胎 形成 前 后 轴 和 背 腹 轴 (图 12 - 37) 。 


DNA 结 合 /二 聚 化 
结构 域 


| 镶 泡 细胞 基因 表达 


第 十 二 章 ，” 真 核 生物 的 基因 表达 调控 


COOH 


COOH 


二 0 白 作用 多 


泡 细胞 


受精 和 分 裂 


头 部 mRNA 翻译 
调控 蛋 


IT》 

头 部 - 
一 一 
0Smm 


余 12-36 果 蝇 不 同 发 育 阶段 的 基因 表达 
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侠 12-37 果 蝇 的 前 后 轴 和 背 腹 轴 


前 后 轴 (the anterior-posterior axis) 又 名 头 尾 轴 (Chead-tortail axis) ,大 概 由 十 几 个 基 
因 决 定 , 比 较 重 要 的 有 raxzos、boicoiQ& 、hazizchpoack、、catudal 和 iorso; 背 腹 轴 (Cthe dorsal- 
ventral axis) 也 差不多 由 十 来 个 基因 决定 ,最 重要 的 基因 是 !o0/ 和 dorsa/。 

naz205- mRNA 和 wzcoid -mRNA 的 分 布 分 别 局 限 在 卵 母 细胞 相反 的 两 极 , 其 中 前 者 
集中 在 细胞 的 后 极 (posterior pole) ,后 者 集中 在 细胞 的 前 极 (anterior pole) ,由 这 两 个 基 
因 决 定 未 来 胚胎 的 两 极 。 而 Peachpac&e 和 caaudaL 的 mRNA 也 贮存 在 卵细胞 内 ,但 在 细 
胞 质 内 呈 均 匀 分 布 。xazos 和 wzcoid 的 翻译 导致 各 自 蛋 白 在 细胞 内 形成 浓度 梯度 。 涨 度 
最 高 的 区 域 应 该 是 各 mRNA 集中 存在 的 细胞 两 极 。 

picoid 基因 产物 是 激活 合子 的 Paznchpauc& 基因 的 表达 ,而 zazos 基因 产物 则 抑制 既 在 
卵细胞 又 在 合子 内 表达 的 nazchpoacRg- mRNA 的 翻译 。 两 种 基因 作用 的 净 效果 是 在 细胞 
的 两 极 之 间 形 成 Hunchback 蛋 和 白 的 浓度 梯度 。Bicoid 蛋白 还 能 阻 遏 贮存 在 细胞 前 端的 
caxudaL- mRNA 的 翻译 。 于 是 ,Caudal 蛋白 只 存在 于 细胞 的 后 端 , 从 而 决定 该 端的 形成 ; 
Hunchback 蛋白 本 身 又 是 一 种 转录 激活 因子 , 它 能 激活 一 系列 分 节 基 因 (segmentation 
gene) 的 表达 。 因 此 ,pzcozd 和 jarzchpack 编码 的 产物 调节 其 他 发 育 基因 的 表达 。 换 句 话 
说 ,它们 是 启动 发 育 基因 表达 的 主要 激活 蛋白 。 

Torso 蛋白 在 整个 卵 母 细胞 的 质 膜 上 呈 环 形 均 匀 分 布 , 但 它 只 在 两 端 有 活性 。Torso 
是 一 种 受 体 酷 氨 酸 激酶 ,只 有 在 与 配 体 结合 以 后 才 有 活性 。Torso 的 胚胎 仅 少 量 合成 ， 
贮存 在 卵细胞 两 极 的 卵 周 间 院 (perivitelline space) 中 。 在 受精 以 后 , 配 体 被 释放 ,并 与 
Torso 受 体 结合 ,后 者 的 酷 氨 酸 激酶 活性 被 激活 而 导致 其 他 激活 合子 基因 转录 的 和 蛋白质 
的 磷酸 化 。 

对 背 腹 轴 建 立 起 决定 性 作用 的 母系 基因 产物 是 Toll 蛋白 受 体 。 此 种 蛋白 像 Torso 
蛋白 也 在 整个 卵 母 细 胞 的 质 膜 上 呈 环 形 均 匀 分 布 。 在 受精 以 后 ,Toll 受到 Spitzle 蛋白 
片段 的 激活 。Spitzle 蛋白 片段 仅 在 于 卵 母 细胞 /合子 的 腹部 区 域 相 反 的 卵 周 间 院 产 生 。 
被 激活 的 Toll 蛋白 转 导 的 信号 是 促使 Cactus 蛋白 的 降解 。Cactus 蛋白 通常 阻止 Dorsal 
和 蛋白 进入 细胞 核 去 激活 转录 。 

(2) 分 节 基 因 

这 些 基因 为 在 受精 后 被 激活 的 合子 活性 基因 ,它们 决定 体 节 的 数目 以 及 每 个 体 节 共 
有 正确 的 极 性 。 

它们 可 进一步 分 为 间 院 基因 (gap gene) ,对 律 基因 (pair-rule gene) 和 体 节 极 性 基因 
(Csegment polarity gene) 三 组 (图 12- 38)。 这 三 组 基因 也 是 等 级 关系 ,间隙 基因 控制 对 律 
基因 ,对 律 基因 控制 体 节 极 性 基因 。 

间 际 基因 决定 胚胎 沿 前 后 轴 大 概 的 分 节 计 划 ,这 一 亚 类 基因 的 缺失 可 导致 体 节 数目 

减少 ;对 律 基因 的 表达 产物 将 胚胎 限定 为 七 条 带 , 共 有 8 个 基因 组 成 。 这 些 基因 的 突变 
会 导致 每 一 对 体 节 中 的 一 部 分 区 域 缺失 ; 体 节 极 性 基因 (segment polarity gene) 决 定 各 个 
体 节 的 极 性 ,即使 每 个 体 节 的 前 端 不 同 于 后 端 , 这 一 亚 类 基因 的 缺失 可 导致 各 体 节 具 有 
相似 的 前 端 和 后 端 。 

需要 注意 的 是 果 晶 发 育 的 分 子 单位 是 泛 体 节 (parasegment), 它 在 空间 上 稍微 不 同 
于 身体 上 的 体 节 。 在 这 里 ,这 两 种 体 节 被 视 为 同一 种 单位 。 


合子 早早 期 有 盾 胎 早期 胚胎 后 期 肘 胎 
gap 基 因 pair 一 zle 基 因 体 节 极 性 基因 
光 训 计 突变 体 “和 突变 体 
正常 正常 正常 
侍 亿 -38 分 节 基 因 对 体 节 形成 的 影响 


间 际 基因 是 在 合子 内 首先 被 激活 转录 的 基因 ,例如 前 面 提 到 的 zzchpac&R 基因 。 
Hunchback 有 助 于 调节 其 他 间 际 基因 的 表达 ,包括 Arzzbpel nirzas 和 8giazt。 这 种 调节 
的 净 效 应 是 相应 的 基因 产物 呈 受 限 的 表达 样式 , 即 不 同 的 基因 产物 形成 局 部 的 表达 条 
带 。 于 是 ,就 不 难看 出 体 节 是 如 何 开始 形成 的 。 

对 律 基因 在 发 育 的 胚胎 中 呈 高 度 局 部 性 表达 。 最 重要 的 三 种 初级 对 律 基因 是 
hairy、ewerEsRibpzpecd 和 rz 。 而 被 深入 研究 的 次 级 对 律 基因 是 .Psji tarazxu 。 初 级 对 律 
基因 的 基因 表达 受 间 隙 基因 产物 的 激活 ,次 级 对 律 基因 表达 则 受到 初级 对 律 基因 产物 的 
激活 。 

体 节 极 性 基因 负责 确定 各 泛 体 节 的 界限 ,其 中 两 种 重要 的 是 engrazled 和 wzmzgless， 
前 者 仅 在 泛 体 节 前 面 的 分 界 有 活性 ,后 者 只 在 泛 体 节 后 面 的 分 界 有 活性 。 


这 一 类 基因 通过 控制 在 体 节 内 发 育 的 器 官 的 性 质 来 决定 每 一 体 节 的 性 质 。 一 个 同 
源 异 形 基因 的 突变 通常 表现 在 地 个 身体 的 器 官 出 现在 错误 的 地 方 。 

在 果 蝇 基因 组 上 有 两 类 主要 的 同 源 异 形 基因 徐 : 一 是 双 胸 复合 体 (bithorax complex， 
BX=-C) , 另 一 类 是 触 闻 足 复合 体 (antennapedia complex，ANT-C)。BX-C 位 于 染色 体 
上 的 5- 端 ,包含 了 三 个 基因 , 主要 是 控制 身体 后 端的 发 育 ;而 ANT-C 则 是 位 于 染色 体 
的 3- 端 ,包含 了 五 个 基因 ,主要 控制 身体 前 端的 发 生 。 当 复 内 的 某 个 同 源 异 形 基因 发 生 
缺失 时 ,会 使 得 该 基因 控制 的 部 位 发 生 异 常 , 例 如 , 当 果 蝇 的 wz 基因 突变 时 ,会 使 得 果 蝇 
的 第 三 胸 节 T3 发 育成 第 二 胸 节 。 

Edward B， Lewis 在 研究 双 胸 复合 体 中 发 现 了 “ 共 线 性 (co-linearity) 原 则 , 即 双 胸 复 
合体 基因 在 时 空 上 的 组 织 与 它们 在 体 节 上 的 效应 区 域 呈 共 线 关系 , 换 句 话说 ,是 指 在 
DNA 上 的 基因 按照 与 它们 沿 着 前 后 轴 各 自 表 达 的 样式 一 样 的 顺序 组 织 ( 图 12 - 39 和 图 
12- 40)。 同 时 ,他 还 发 现 了 各 基因 表达 区 域 重 释 ,复合 体内 前 面 的 基因 比 紧 接 在 它 后 面 
的 基因 先 有 活性 。 后 来 的 研究 表明 , 果 蝇 的 同 源 异形 基因 与 其 他 动物 (包括 人 类 ) 的 同 源 
异形 基因 高 度 同 源 。 这 意味 着 胚胎 发 育 过 程 中 的 遗传 控制 机 制 在 6. 5 亿 年 的 进化 长 河 
中 被 基本 保留 。 

早 在 20 世纪 80 年 代 ,William MeGinnis 和 Scott Matthew P. 在 两 篇 相互 独立 的 研 
究 论 文中 证 实 ,在 果 蝇 体内 所 有 的 同 源 异 形 基因 内 , 皆 含 有 一 段 高 度 保守 的 DNA 序列 ， 
称 为 同 源 异 形 盒 (homeobox) 。 此 序列 的 发 现 最 早 是 由 于 当时 在 分 析 ANT-C 时 ,研究 
人 员 检 测 出 arzttp 及 产 z 两 基因 有 一 相似 的 区 域 , 之 后 以 此 段 DNA 作为 一 探 针 , 进行 
Southern 杂交 反应 ,确定 BX-C 及 ANT-C 和 缘 含 有 此 段 序列 。 同 源 异 形 盒 序 列 一 共有 
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180bp, 可 以 翻译 出 60 个 氨基 酸 并 且 形 成 特殊 的 结构 域 , 称 为 同 源 异 形 结构 域 
(homeodomain) 。 同 源 异 形 结构 域 属 于 b- HTH 家 族 转录 因子 中 的 DNA 结合 结构 域 。 

从 酵母 到 人 类 , 缘 含 有 一 段 高 度 保守 性 的 同 源 异 形 盒 序 列 。 这 种 现象 显示 ,这 些 物 
种 中 所 含有 的 同 源 异 形 盒 序 列 基 因缘 是 从 同一 原始 基因 通过 串联 基因 倍增 (tandem 
gene duplication) 的 方式 演化 而 来 的 。 现 在 ,凡是 含有 同 源 异 形 盒 序列 的 基因 , 氏 称 为 同 
源 异 形 盒 基因 (homeobox gene) 或 同 源 异 形 基因 (homeogene)。 这 类 基因 表达 出 来 的 蛋 
白质 则 称 为 同 源 异 形 蛋 白 (homeodomain Protein) 。 在 机 体内 , 同 源 异 形 和 蛋白 扮 演 的 是 转 
录 因 子 的 角色 ,有 的 作为 激活 蛋白 ,有 的 作为 阻 遇 和 蛋白。 

在 肴 椎 动物 体内 , 同 源 异 形 盒 序列 基因 的 篮 群 很 大 ,大 约 有 170 个 不 同 的 同 源 异 形 
盒 序列 基因 已 被 克隆 。 疹 椎 动物 的 同 源 异形 基因 有 一 类 为 串 群 性 的 同 源 异形 盒 序 列 基 
因 , 如 同 果 蝇 的 EOM-C。 在 糊 椎 动物 方面 ,是 以 oz 基因 表示 ,其 中 人 类 的 基因 是 以 
大 写 斜 体 代 表 , 如 HEOXA4。 老 鼠 的 基因 则 以 第 一 字母 大 写 为 代表 ,如 有 oza - 4。 以 人 


第 十 三 章 


为 例 , 共 有 4 个 GOX 基因 徐 群 , 即 GEOXA、HDOXB 、DOXC 及 FOXD ,它们 分 别 位 于 第 
7.17、12 及 2 号 染色 体 上 。 至 少 包含 了 39 个 GOX 基因 ,每 一 篮 群 由 9 一 11 个 基因 组 
成 。 而 这 些 基因 又 可 进一步 分 成 13 个 种 内 同 源 物 ,每 一 个 种 内 同 源 物 中 的 基因 成 员 在 
DNA 序列 及 和 蛋白质 序列 两 方面 非常 相似 ,例如 , HOXA4, BOXB4,HOXC4 及 FOXD4 


四 者 属于 同一 种 内 同 源 物 。 
Box 12-4 能 将 老鼠 变 成 蛇 吗 ? 


2016 年 10 月 20 日, 来自 美 国 劳伦斯 伯克利 国家 实验 室 (Lawrence Berkeley 
National Laboratory) 的 下 vgeny ZKvon 等 人 在 ,Gel 上 发 表 了 一 篇 题 为 “Progressive 
Loss of Function in a Limb Enhancer during Snake Evolution 的 论文 。 论 文 的 研究 结 
果 十 分 有 趣 : 在 他 们 将 一 段 来 自 于 蛇 的 DNA 片段 取代 了 小 饼 基 因 组 DNA 上 相应 的 
同 源 序列 以 后 ,发 现 小 鼠 像 蛇 一 样 不 长 腿 了 ! 

蛇 类 绝对 是 生命 进化 史 寺 的 一 个 奇迹 ,这 是 因为 它们 和 地 球 上 大 多 数 养 礁 动物 不 
同 : 它 们 没有 腿 ! 然而 ,虽然 没有 腿 ， 细 长 的 蛇 类 却 是 地 球 土 最 成 功 的 生物 之 一 ?无 论 
是 富饶 的 热带 雨林 ,还 有 是 贫 靖 的 沙漠 荒野 ,到 处 都 能 找到 它们 的 踪影 。 

无 人 知道 当初 大 自然 如 何 选择 了 这 类 没有 腿 的 爬行 动物 。 至 少 蛇 以 前 是 有 腿 的 ， 
这 一 点 可 以 在 蜡 和 姗 身上 看 得 到 ,因为 它们 还 保留 着 退化 子 的 腿 的 残 体 。 

已 有 研究 表明 , 音 独 因子 (Sonic Hedgehogy SHHD 是 一 种 从 果 蝇 到 人 和 体内 都 普遍 
存在 的 蛋白 质 ; 由 Shi 基因 编码 。 它 有 一 个 很 重要 的 作用 ;就 是 控制 动物 四 肢 的 生长 
与 发 育 。 至 于 细胞 中 是 知 能 表达 这 种 蛋白 质 , 则 受到 一 段 称 为 分 极 活 性 区 调控 序列 
(zone of polarizing activity regulatory sequence，ZRS) 的 控制 。 已 在 小 筷 和 人 的 细胞 
中 ,证 明 ZRS 能 激活 细胞 内 SHH 蛋白 的 表达 ，。 

ZRS 是 一 种 肢 特 异性 的 增强 子 , 与 受 其 控制 的 `S/ 凡 基因 的 启动 子 相 距 工 Mb 的 距 
离 。 在 小 扎 腿 部 发 育 过 程 中 ,ZRS 在 后 肢 芽 间 质 (the posterior limb bud mesenchyrmey) 
细胞 内 有 活性 ,是 小 筷 肢 正常 发 育 所 必需 的 。ZRS 内 发 生 的 单个 核 若 酸 突变 可 导致 肢 
发 育 异常 ,如 发 生 在 包括 人 在 内 的 多 种 硝 椎 动 物 的 前 轴 多 指 连 (preaxial polydactyly) 。 
Evgeny Z. Kvon 等 人 想 知 道 ZRS 在 蛇 体 内 的 分 布 状况 ,于 是 他 们 将 蜡 * 纳 、 毒 蛇 、 玉 米 
蛇 等 多 种 蛇 的 ZRS 进 行 了 序列 测定 和 比 对 ,结果 发 现 ZRS 在 所 有 他 们 鉴定 过 的 蛇 类 
中 是 高 度 保守 的 ,特别 是 在 还 保留 着 腿 残 体 的 低 等 总 类 ,但 在 肢 已 完全 消失 的 蛇 类 中 
则 经 历 了 快速 的 取代 变异 。 与 上 述 结 果 一 致 的 是 , 随 着 蛇 类 从 低级 向 高 级 进化 ,体内 
的 ZRS 逐 渐 下 失 了 功能 。 例 如 ,所 有 上 兹 的 ZRS 在 El 区 域 都 有 17 bp 的 缺失 ,而 玉米 
蛇 更 是 称奇 ,其 基因 组 里 完全 没有 ZRS 序列 ! 此 外 * 他 们 还 鉴定 出 发 生 在 .ZRS 内 的 一 
些 类 型 的 核 苦 酸 取代 与 妮 类 的 肢 退 化 有 关 。 

为 了 证 明 ZRS 的 突变 的 确 是 导致 蛇 类 腿 部 退化 甚至 完全 消失 的 原因 ,他 和 们 想到 : 
若是 把 其 他 动物 (包括 蛇 ) 的 ZRS 替 换 掉 小 所 的 ZRS, 后 果 会 是 如 何 呢 ? 于 是 ,他 们 运 
用 了 基于 CRISPR-Cas9 的 基因 组 编辑 技术 ,将 人 、 牛 海豚 ` 马 、 蝙 蝠 \ 树 懒 \ 鸭 嘴 善 和 
蛇 等 各 种 来 源 的 ZRS 分 别 转 入 到 小 鼠 的 受精 卵 内 ,并 使 其 发 育 。 结 果 显 示 , 当 将 蛇 的 
ZRS 转 入 小 拨 受 精 孵 内 "可 以 看 到 在 且 胎 时 期 肢 的 发 育 就 不 正常 了 。 原 位 杂交 技术 显 
示 , 这 样 的 小 筷 细 胞 不 再 表达 SHH 蛋白 。 当 发 育 长 大 以 后 ,是 没有 腿 的 。 接 下 来 ,他 
们 往 已 经 转 入 缅 向 蜡 ZRS 的 小 扎 体 内 补 回 原 有 的 17 bp, 结果 腿 又 长 回来 了 ! 

除了 这 17 bp 之 外 ,ZRS 还 有 很 多 其 他 区 域 是 蛇 特 有 的 。 在 进化 相对 保守 的 蝉 和 
姗 的 ZRS 区 域 里 ,有 部 分 序列 和 其 他 动物 的 序列 是 相近 的 ,而 在 进化 更 为 极端 的 蛇 
里 ,ZRS 的 突变 和 缺失 变 得 越 来 越 严 重 。 有 最 终 我 们 看 到 的 这 些 蛇 连 残 肢 都 没有 。 

曾 有 研究 报道 , 蛇 之 所 以 长 得 那么 长 ,是 因为 其 胸腔 特别 的 长 。 这 是 因为 Hor 基 
因 家 族 在 蛇 的 基因 组 里 多 次 重复 且 在 胸腔 发 育 的 阶段 大 量 表达 。 
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迄今 为 止 ,除了 已 知 呈 OX 基因 和 前 后 向 发 育 有 关 之 外 ,也 陆 陆 续 续 发 现 其 他 同 源 
异形 基因 在 发 育 中 扮演 的 各 种 角色 ,如 在 脑 及 神经 系统 的 发 育 、. 骨 骼 发 育 与 畸形 的 发 生 、 
小 肠 发 育 和 血液 生成 及 血液 细胞 之 分 化 中 起 的 作用 。 

总 之 ,在 发 育 过 程 中 参与 基因 表达 调控 的 任何 一 种 调控 基因 的 表达 是 复杂 的 ,并 取 
决 于 正在 发 育 的 胚胎 之 内 各 种 调控 蛋白 的 局 部 浓度 。 这 些 蛋 白质 与 DNA 上 特殊 的 顺 式 
作用 元 件 结合 。 图 12 - 38 显示 了 eversRipzbed 基因 上 游 存 在 的 能 够 与 Giant、Krippel、 
Bicoid 和 Hunchback 蛋白 的 结合 位 点 。 显 然 ,everrsAipped 的 净 基 因 表 达 状 况 由 那些 调 
控 蛋 白 与 哪些 结合 位 点 结合 有 关 。 整 个 发 育 是 各 种 调节 信和 号 发 生 级 联 关 系 的 过 程 , 即 上 
一 级 调节 信和 号 影响 到 下 一 级 调节 信和 号 的 表达 ,通过 层 层 的 级 联 关系 逐步 打开 了 从 受精 卵 
到 成 体 的 发 育 之 路 。 

(六 ) 转录 终止 阶段 的 调控 

真 核 细 胞 蛋白 质 基 因 转 录 的 终止 机 制 尚 不 清楚 ,但 已 发 现 某 些 蛋 白质 基因 的 转录 会 
发 生 提 前 终止 (如 cye 基因 ) 或 抗 终止 现象 (HIV 的 Tat 蛋白 基因 ) 。 

RNAPI 在 转录 延伸 阶段 ,经 常 发 生 和 暂停 现象 ,只 有 受到 特殊 的 信号 作用 后 才 会 继续 
转录 。 以 HIV 的 Tat 蛋白 为 例 , Rat 与 HIV 转录 物 5 -端的 TAR 序列 (一 个 葵 环 结构 的 一 
部 分 ) 结 合 ,同时 ,细胞 内 其 他 转录 因子 与 转录 物 上 的 另 一 个 葵 环 结构 结合 ,结合 在 两 个 茎 环 
结构 上 的 蛋白 质 协 同 作用 于 细胞 内 的 其 他 蛋白 质 ,包括 一 种 周期 蛋白 依赖 性 的 蛋白 质 激酶 9 
(CDK9)。CDK9 催化 暂停 的 RNAPI 的 CTD 发 生 磷酸 化 ,让 转录 继续 ,从 而 发 生 抗 终止 。 


五 转录 后 加 工 水 平 上 的 基因 表达 调控 


转录 后 加 工 水 平 上 的 基因 表达 调控 对 于 真 核 生 物 具 有 非 同 寻常 的 意义 , 它 是 一 个 基 
因 产 生 多 种 多 肽 或 蛋白 质 产物 的 主要 机 制 。 

(一 ) 选择 性 剪接 

选择 性 剪接 是 指 一 种 mRNA 前 体 在 剪接 反应 中 某 些 区 段 的 序列 可 能 被 保留 ,也 可 
能 被 排除 ,从 而 得 到 几 种 不 同 成 熟 mRNA 产物 的 过 程 , 它 是 高 等 真 核 生物 蛋 白质 多 样 性 
产生 的 重要 来 源 。 据 估计 ,人 类 基因 组 中 的 基因 至 少 有 90 儿 经 历 选择 性 剪接 ,平均 每 个 
基因 有 3 一 4 个 剪接 变 体 。 

选择 性 剪接 可 能 是 组 成 型 的 ,也 可 能 是 受到 调控 的 。 前 者 是 指 一 种 mRNA 的 不 同 
剪接 方式 发 生 在 所 有 的 组 织 细 胞 内 ,而 后 者 是 指 某 种 剪接 方式 的 发 生 是 有 条 件 的 , 即 具 
有 组 织 特异 性 发育 阶 段 的 特异 性 或 生理 状态 的 特异 性 。 受 到 调控 的 选择 性 剪接 ,可 产 
生 组 织 特异 性 或 发 育 阶段 特异 性 的 不 同 蛋白 质 的 同 工 异 体 。 

选择 性 剪接 主要 有 四 种 方式 (图 12 - 41):(1) 外 显 子 跳 过 (Cexon skipping) 一 一 剪接 
反应 中 跳 过 一 个 或 几 个 外 显 子 ,从 而 导致 成 熟 的 mRNA 上 缺失 相应 的 外 显 子 ;(2) 内 含 
子 保留 Cintron retention) 一 个 或 几 个 内 含 子 被 保留 下 来 而 出 现在 成 熟 的 mRNA 之 
中 ;(3) 可 变 的 3 -剪接 点 的 使 用 一 一 3 -剪接 点 不 止 一 个 ,使 用 不 同 的 剪接 点 产生 不 同 的 
剪接 产物 ; (4) 可 变 的 5 -剪接 点 的 使 用 一 一 5 -剪接 位 点 不 止 一 个 ,使 用 不 同 的 剪接 点 产 
生 不 同 的 剪接 产物 。 

选择 性 剪接 反应 中 剪接 点 的 选择 ,受到 多 种 反 式 作用 因子 和 位 于 mRNA 前 体 上 特 
殊 的 顺 式 作 用 元 件 的 调控 。 顺 式 作 用 元 件 通常 是 一 段 较 短 的 核 苷 酸 序 列 (8 nt 一 10 nt)， 
根据 对 剪接 反应 的 不 同 影响 ,可 分 为 能 增强 对 某 个 剪接 位 点 使 用 的 剪接 增强 子 , 以 及 能 
抑制 对 某 个 剪接 位 点 使 用 的 剪接 沉默 子 。 剪 接 增 强 子 和 沉默 子 可 能 位 于 外 显 子 或 内 含 
子 之 中 , 反 式 作用 因子 通过 与 它们 的 结合 而 参与 对 不 同 剪接 位 点 的 选择 。 

调控 选择 性 剪接 的 反 式 作用 因子 又 可 分 为 基础 剪接 因子 和 特异 性 剪接 因子 。 基 础 
剪接 因子 间 的 协同 作用 和 持 抗 作用 以 及 相对 浓度 的 改变 ,可 以 影响 到 剪接 位 点 的 选择 ; 
特异 性 剪接 因子 可 以 调控 特异 的 剪接 过 程 。 剪 接 增 强 子 多 位 于 它们 所 调节 的 剪接 位 点 
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冬 12-41 选择 性 剪接 的 四 种 方式 


附近 ,有 助 于 吸引 剪接 因子 到 剪接 位 点 上 , 若 改变 它们 的 位 置 ,可 使 剪接 活性 发 生 很 大 改 
变 , 甚 至 使 它们 转变 成 负 调控 元 件 。 一 类 富 含 呀 叭 核 苷 酸 的 外 显 子 剪接 增强 子 是 最 常见 
的 一 种 剪接 增强 子 (exon splicing enchancer，ESE) 。 例 如 , 果 蝇 的 dsz 基因 的 第 四 个 外 
显 子 中 就 有 这 么 一 个 ESE, 通 过 促进 对 较 弱 的 3 -剪接 点 的 作用 而 促进 上 游 内 含 子 的 切 
除 。 反 式 作 用 因子 Tra、Tra2 和 两 个 富 含 丝 氨 酸 的 前 接 因 子 (serine-rich protein，SR 蛋 
白 ) 结 合 其 上 ,从 而 促进 了 U2AF 结合 到 前 面 的 3- 剪 接点 完成 剪接 ;在 雄性 个 体 中 没有 
Tra 的 表达 ,因此 第 四 个 外 显 子 被 跳 过 。 

选择 性 剪接 可 导致 一 个 基因 编码 出 不 同 的 mRNA。 那些 影响 到 mRNA 编码 氨基 酸 
序列 的 选择 性 剪接 ,将 会 产生 序列 不 同和 活性 不 同 的 蛋白 质变 体 ,而 发 生 在 mRNA 非 编 
码 区 域 的 选择 性 剪接 可 能 影响 到 成 熟 的 mRNA 稳定 性 或 翻译 的 效率 ,具体 表现 在 以 下 
五 个 方面 :(1) 产生 细胞 和 定位 不 同 的 蛋白 质 。 如 神经 细胞 黏附 分 子 Cneural cell adhesion 
molecule，NCAMD) 的 胞 内 型 和 胞 间 型 .抗体 和 退化 加 速 因子 (decay-accelerating factor， 
DAP) 的 分 刻 型 和 膜 结合 型 . 纤 粘 蛋白 (fibronectin) 的 胞 内 型 和 血浆 型 都 是 与 选择 性 剪接 
有 关 ;(2) 改变 ORF, 导 致 蛋白 质 活性 的 缺失 。 例 如 ,决定 果 蝇 性 别 的 Sxl(sex-lethal) 的 
有 活性 型 和 无 活性 型 的 产生 就 与 此 有 关 ;(3) 改变 蛋白 质 的 活性 。 有 的 是 细 调 某 些 蛋白 
质 的 活性 ,如 原 肌 球 蛋白 和 具有 不 同 电 生 理 活 性 的 离子 通道 ;(4) 产生 具有 全 新 活性 的 
蛋白 质 。 例 如 , 海 兔 (Aplysia)R15 神经 元 内 的 不 同 活 性 的 神经 肽 的 产生 ; (5) 影响 
mRNA 的 稳定 性 和 翻译 的 效率 。 如 集落 刺激 因子 - 1(CSF- 1)mRNA 的 3 - UTR 去 稳 
定 元 件 是 否 保留 。 

下 面 再 举 几 例 ,进一步 说 明 选 择 性 剪接 如 何 导 致 一 个 基因 产生 几 种 或 多 种 不 同 结构 
和 功能 的 蛋白 质 的 。 

1. SV40 病毒 大 工 抗 原 和 小 t+ 抗原 的 产生 

SV40 病毒 的 大 小 工 抗原 由 同一 个 基因 编码 的 mRNA 前 体 通过 选择 性 剪接 产生 (图 
12- 42) ,其 中 产生 小 t+ 抗原 的 剪接 方式 是 在 细胞 中 出 现 高 浓度 的 选择 性 剪接 因子 一 一 
ASF 蛋白 (alternative splicing factor) 时 发 生 。ASF 蛋白 作为 snRNA 中 富 含 Ser/Arg 的 
蛋白 ,有 利于 下 游 剪 接 位 点 的 选择 。 

2 原 肌 球 蛋 白 mRNA 前 体 的 组 织 特 异性 选择 性 剪接 

原 肌 球 蛋白 (tropomyosin) mRNA 前 体 通 过 选择 性 剪接 ,可 产生 约 20 种 不 同 的 
mRNA, 它 们 在 不 同 的 细胞 中 被 翻译 出 不 同 的 蛋白 质变 体 ( 图 12- 43) 。 
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售 12-43 原 肌 球 蛋白 mRNA 前 体 的 组 织 特异 性 选择 性 剪接 


3.， 降 钙 素 mRNA 前 体 的 组 织 特异 性 选择 性 剪接 

在 甲状 腺 细胞 和 神经 细胞 内 , 降 钙 素 mRNA 前 体 经 过 选择 性 加 尾 .选择 性 剪接 、 翻 
译 及 翻译 后 加 工 , 可 分 别 产生 降 钙 素 和 降 钙 素 基 因 相 关 肽 (calcitonin gene-related 
peptide,CGRP) (图 12 - 44) 。 
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侠 12-44 降 钙 素 mRNA 前 体 的 组 织 特异 性 选择 性 剪接 
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4. 内 耳 内 毛细 胞 内 钾 离 子 通道 蛋白 mRNA 前 体 的 选择 性 剪接 

内 耳 上 的 不 同 内 毛细 胞 (inner hair cell) 能 够 接受 不 同 的 声波 频率 ,这 种 特性 与 不 同 
的 内 毛细 胞 通过 选择 性 剪接 产生 不 同 的 cSlo - mRNA 有 关 , 约 有 576 种 不 同 的 组 合 ( 图 
12- 45)。cSlo - mRNA 编码 的 是 一 种 受 Ca 门 控 的 钾 离 子 通道 (Ca”- gated KK 
channel) 。 因 选择 性 剪接 产生 的 不 同 的 钾 离 子 通道 对 Ca” 敏感 性 不 一 样 ,它们 在 不 同 的 
Ca ”浓度 下 开放 。 而 不 同 的 声波 频率 引起 内 毛细 胞 细胞 质 基质 Ca 浓度 的 不 同 , 从 而 
导致 不 同性 质 的 钾 离 子 通道 的 开放 。 


cSlo 基 因 编 码 的 mRNA 
前 体 可 在 8 个 位 点 发 生 
选择 性 剪接 


区 域 3 
AVS-GRK.… 
..AVS GRKAMFARYVPEIAALILNRKKYGGTFNSTR-GRK.… 


侠 12-45 内 耳 内 毛细 胞 内 钾 离 子 通道 蛋白 mRNA 前 体 的 选择 性 剪接 


5. 果 蝇 性 别 决 定 过 程 中 的 选择 性 剪接 

Szl 基因 的 选择 性 剪接 决定 了 果 蝇 的 性 别 形成 之 路 ,而 sz! 基因 的 选择 性 剪接 由 广 
染色 体 (X) 和 常 染 色 体 (autosorie,A) 即 X: A 比率 决定 (图 12 -46) 。 

如 果 XX : A=1, 那 szL 基因 内 所 有 内 含 子 和 第 三 个 外 显 子 (含有 一 个 终止 密码 子 ) 就 
被 切除 ,这 种 剪接 方式 产生 的 mRNA 翻译 出 来 的 蛋白 质 才 有 功能 ;如 果 X: A=0.5, 第 
三 个 外 显 子 就 被 保留 ,这 种 剪接 方式 产生 的 mRNA 翻译 出 来 的 蛋白 质 就 没有 功能 。 

(二 ) 选择 性 加 尾 

很 多 真 核 生 物 基 因 的 3 - 端 含有 的 加 尾 信和 号 不 止 一 个 ,使 用 不 同 的 加 尾 信 和 号 将 导致 
产生 不 同 长 度 或 不 同性 质 的 mRNA。 同 一 种 mRNA 前 体 在 加 尾 反 应 中 , 对 不 同 加 尾 信 
号 的 选择 而 可 产生 不 一 样 的 成 熟 mRNA, 此 现象 称 为 选择 性 加 尾 或 可 变 加 尾 。 

选择 性 加 尾 可 能 会 改变 编码 区 的 长 度 , 也 可 能 会 保留 或 去 除 位 于 3 - UTR 内 影响 
mRNA 稳定 性 的 特定 信号 。 前 一 种 情形 是 导致 一 个 基因 编码 不 同 多 肽 产物 的 另外 一 种 
途径 ,有 时 它 与 选择 性 剪接 组 合 使 用 可 进一步 扩大 和 蛋白质 的 多 样 性 。 生 物 信息 学 研究 表 
明 ,高 等 生物 约 25%% 的 基因 可 能 发 生 选 择 性 加 尾 。 

以 抗体 的 六 型 重 链 为 例 , 它 有 分 刻 型 和 膜 结合 型 (图 12- 47) ,其 mRNA 前 体 共有 四 
个 加 尾 信 号 。 分 刻 型 使 用 的 是 位 于 最 前 端的 加 尾 信号 ,而 膜 结合 型 使 用 的 是 第 二 个 加 尾 
信号 (图 12 - 48)。 使 用 第 二 个 加 尾 信号 的 结果 是 保留 了 位 于 3 -端的 ML 和 M2 两 个 外 
显 子 ,而 MI] 和 M2 编码 的 氨基 酸 序列 为 跨 膜 的 -螺旋 。 
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和 侠 12-46 果 蝇 性 别 决定 过 程 中 的 选择 性 剪接 
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(三 ) 组 织 特异 性 RNA 编辑 

组 织 特异 性 RNA 编辑 (tissue-specific RNA editing) 是 导致 一 个 基因 产生 多 种 多 肽 
产物 的 又 一 条 途径 。 例 如 ,Apo B 基因 在 小 肠 上 皮 细 胞 因为 经 历 了 编辑 最 终 产生 的 是 
Apo B-48, 这 与 同一 个 基因 在 肝 细 胞 中 没有 编辑 产生 的 Apo B- 100 是 两 种 不 同 的 蛋白 
质 (参看 第 八 章 ”转录 后 加 工 )。 

(四 ) IncRNA 在 转录 后 加 工 水 平 的 调控 

lncRNA 在 这 个 水 平 的 调控 主要 是 通过 与 目标 mRNA 之 间 的 碱 基 互补 配 对 而 实现 
的 。 当 一 种 mRNA 与 IncRNA 通过 碱 基 配 对 结合 在 一 起 的 时 候 , 原 来 mRNA 上 结合 
种 反 式 作用 因子 的 位 点 就 被 屏蔽 了 ,从 而 影响 到 mRNA 的 后 加 工 和 运输 等 。 

以 参与 间 质 (mesenchymal) 发 育 的 Zeb2 mRNA 为 例 , 它 有 一 个 特别 长 的 5- UTR， 
其 有 效 的 翻译 依赖 于 在 5 - UTR 内 保留 一 个 含有 核糖 体内 部 进入 位 点 CIRES) 的 内 含 
子 。 然 而 ,这 个 内 含 子 的 保留 又 依赖 于 一 个 反 义 的 IncRNA 的 转录 ,因为 IneRNA 与 这 个 
内 含 子 的 碱 基 配 对 可 将 其 5 -剪接 点 隐藏 起 来 。 


六 \ 在 mRNA 运输 水 平 上 的 调控 


真 核 生 物 基 因 的 转录 和 翻译 分 别 发 生 在 细胞 核 和 细胞 质 。mRNA 首先 在 细胞 核 内 
进行 转录 和 后 加 工 , 然 后 再 运输 到 细胞 质 作 为 蛋白 质 合成 的 模板 。RNA 从 细胞 核 运 输 
到 细胞 质 的 过 程 受 到 严格 的 调控 。 一 方面 具有 加 工 好 的 RNA 分 子 ,而 不 是 RNA 前 体 
或 部 分 加 工 的 RNA, 才 被 运输 出 细胞 核 。 对 于 mRNA 而 言 ,必须 加 上 帽子 方 可 离开 ,但 
如 果 还 有 snRNP 结合 在 剪接 点 ,就 不 行 了 ,除非 在 剪接 点 附近 形成 了 外 显 子 连接 复合 物 
(CEJC) 。 显 然 , 这 种 对 mRNA 离开 细胞 核 的 严格 调控 可 防止 异常 的 或 具有 潜在 毒性 的 蛋 
白质 被 合成 ; 另 一 方面 ,一 个 RNA 分 子 一 旦 离开 细胞 核 , 通 常 是 一 去 不 复 返 ,但 有 少数 
RNA 需要 先 离 开 细胞 核 , 然 后 再 回 到 细胞 核 行使 其 功能 。 例 如 ,U1.U2、.U4 和 U5 这 拖 
种 snRNA 是 由 RNAPI 催化 转录 的 ,因此 也 具有 帽子 结构 。 在 它们 转录 完成 以 后 , 便 离 
开 细胞 核 , 进 入 细胞 质 基 质 , 在 原 有 的 帽子 上 再 引入 甲 基 , 同 时 跟 细 胞 质 基质 中 的 SM 蛋 
白 结 合 , 组 装 成 snRNP 后 再 回归 到 细胞 核 参 与 剪接 反应 。 

所 有 的 mRNA 都 需要 跟 特 定 的 蛋白 质 形 成 复合 物 以 后 才能 离开 细胞 核 。 已 分 别 在 
酵母 和 人 细胞 内 ,发现 将 RNA 剪接 和 RNA 运输 偶 联 在 一 起 的 蛋白 质 。 这 些 蛋白 质 的 
功能 是 与 剪接 过 的 RNA 结合 ,并 将 它们 引 向 核 孔 复合 物 (nuclear pore complex,NPC) 。 
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大 概 的 过 程 是 :参与 剪接 的 剪接 因子 Sub2( 人 细胞 为 LUAP56) 将 另 一 种 蛋白 质 Yral (人 
细胞 为 hAly) 招 募 到 mRNA 前 体 分 子 上 。 在 剪接 反应 完成 以 后 ,一 种 称 为 Mex67( 人 细 
胞 为 hTAP) 的 蛋白 质 取代 Sub2。 形 成 的 Yral/Mex67 复合 物 再 将 成 熟 的 mRNA 引 回 
NPC, 使 得 它们 能 够 通过 NPC, 离 开 细胞 核 , 进 入 细胞 质 。 


七 、 翻 译 水 平 上 的 调控 


真 核 生 物 基 因 表 达 在 翻译 水 平 上 的 调控 主要 有 自体 调控 .mRNA 区 域 化 
(localization) .mRNA 的 “屏蔽 ”RNA 于 扰 ,. mRNA 的 降解 和 稳定 性 以 及 对 翻译 过 程 本 
身 或 使 用 lncRNA 进行 调控 ,少数 情况 用 反 义 RNA 进行 调控 。 


Box 12-S 正义 和 反 义 RNA 之 间 的 较量 


2006 年 9 月 17 日 ,在 Ce 上 有 一 篇 题 为 “Antisense Transcription Coftrols Cell 
Fate in Sacc157o7EyEes ECerERSiGEY 的 论文 引起 了 不 少 人 的 关注 ,文中 提 到 的 一 种 以 前 
被 认为 是 无 功能 的 RNA 分 子 却 可 能 事实 上 在 保护 酵母 生殖 细胞 ,避免 其 自我 毁灭 。 
根据 分 子 生 物 学 的 “中 心 法 则 ”, 一 个 蛋白 质 基因 在 转录 的 时 候 , 只 会 以 它 的 模板 链 
作为 模板 ,产生 有 意义 的 mRNA: 然后 再 以 mRNA 作为 模板 ,翻译 出 蛋白 质 。 但 已 发 现 
少数 蛋白 质 的 基因 偶尔 能 够 以 它 的 编码 链 作为 模板 ,得 到 与 mRNA 互补 的 反 义 RNA。 
这 些 转录 产生 的 反 义 RNA 一 般 被 视 为 转录 异常 而 产生 的 基因 <“ 怪 胎 ” 没有 什么 功能 。 
然而 ;来 自 MIT 的 Gerald REink 等 人 在 研究 面包 酵母 的 减 数 分 裂 起 始 蛋 和 4 
(initiator of meiosisy IME4) 的 基因 表达 的 时候 ,发 现 它 怒 可 以 转录 产生 反 义 RNA, 但 
转录 产生 的 到 义 RNA 并 不 是 没有 功能 ,而 是 能 够 与 模板 链 转 录 产 生 的 mRNA 互补 配 
对 ,阻止 IME4 的 翻译 。 对 此 发 现 ,Fink 表示 :这 是 第 一 合 在 较 高 等 的 细胞 中 发 现 的 反 
义 RNA, 这 把 我 们 指向 了 另外 一 条 对 于 真 核 生 物 来 说 是 全 新 的 基因 表达 调控 的 过 程 。 
这 种 正义 和 反 义 之 间 的 较量 具有 明显 阴阳 相克 的 味道 :酵母 细胞 在 营养 丰富 的 条 
件 下 ,进行 有 丝 分 裂 , 由 此 产生 的 子 细胞 与 母 细胞 具有 相同 数目 的 染色 体 ;5 然而, 一旦 
酵母 处 在 饥 俄 的 状态 ,IME4 被 打开 并 启动 减 数 分 裂 , 这 时 细胞 分 裂 成 以 孢子 形式 存 
在 的 生殖 细胞 ,就 像 哺乳 动物 的 生殖 细胞 精子 或 卵细胞 一 样 ,只 有 一 半数 目的 染色 体 。 
酵母 形成 孢子 可 更 好 地 抵抗 恶劣 的 环境 。 
但 是 ,在 某 些 情形 下 ,切换 到 减 数 分 裂 可 能 是 灾难 性 的 ! 一 休 单 倍 体 细 胞 强行 进 
入 减 数 分 裂 , 其 后 代 是 不 可 能 生存 的 。 幸 运 的 是 ,这 种 破坏 性 的 减 数 分 裂 不 会 发 生 在 
单 倍 体 细胞 ,这 是 因为 细胞 会 不 断 产生 TIME4 药 友 义 RNA, 阳 让 了 IME4 的 翻译 。 于 
是 ,JWMFE4 基 因 转 录 产 生 的 反 义 RNA 保护 了 学 信 体 梧 商 得 胞 5 避免 子 其 进 六 无 法 收拾 
的 境地 。 
这 种 抑制 特定 mRNA 翻译 的 机 制 与 SS 干 拓 RNA 系统 是 完全 
不 同 的 ,这 实际 上 是 一 种 自我 调控 的 机 制 。 考 虑 真 核 细 胞 内 到 能 产生 反 义 RNA 的 基 
因 不 止 是 JTJME4, 以 前 一 些 被 发 现 的 反 义 人 NA 一 般 都 被 视 为 没有 什么 功能 的 ,现在 也 
许 是 我 们 需要 重新 审视 它们 的 时 候 了 ! 
(一 ) 自体 调控 
自体 调控 通常 被 用 来 控制 一 种 大 分 子 复合 体内 某 一 成 分 的 合成 ,以 实现 各 成 分 在 量 
上 的 协调 。 以 构成 微 管 的 前 体 一 一 微 管 蛋 白 (tubulin) 为 例 , 自 由 的 微 管 蛋 白 能 够 抑制 自 
己 的 翻译 。 当 微 管 装 配 受 阻 的 时 候 , 游 离 的 征管 蛋白 亚 基 积 累 , 这 时 可 与 自身 的 mRNA 
结合 ,或 与 新 生 的 肽 段 结合 ,从 而 导致 位 于 多 聚 核糖 体 上 的 微 管 蛋 白 mRNA 的 降解 ,以 
抑制 多 余 的 微 管 蛋白 不 必要 的 合成 。 再 如 ,哺乳 动物 细胞 内 的 多 聚 A 结合 蛋白 (PABP) 
也 受到 自体 调控 :在 其 mRNA5 - UTR 中 含有 一 段 富 含 A 的 序列 ,如 果 它 在 细胞 内 过 量 
的 话 , 就 可 以 结合 在 自己 的 mRNA 的 5-UTR 上 ,而 阻止 自身 的 翻译 。 
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(二 ) mRNA 区 域 化 

在 很 多 细胞 ,特别 是 卵 母 细胞 ,其 内 的 mRNA 被 导入 到 特定 的 区 域 ,一 个 典型 的 例 
子 已 在 果 蝇 的 胚胎 发 育 中 讨论 过 。 其 他 的 例子 包括 :正在 迁移 的 成 纤维 细胞 内 的 肌 动 蛋 
白 mRNA 被 限定 在 细胞 的 前 端 ;神经 元 内 的 Tau - mRNA 定位 于 轴 突 ,MAP2 - mRNA 
定位 于 胞 体 及 树 突 , 于 是 Tau 的 表达 限制 在 轴 突 内 ,而 MAP2 只 在 胞 体 和 树 突 表达 。 由 
于 Tau 和 MAP2 在 细胞 内 的 功能 是 决定 微 管 的 行为 ,因此 这 两 种 蛋白 质 mRNA 的 差异 
分 布控 制 了 神经 元 内 细胞 骨架 的 布局 。 

在 其 他 情形 下 ,mRNA 区 域 化 的 目的 是 将 某 种 蛋白 质 产物 排除 在 细胞 内 不 适合 它 
存在 的 位 置 。 例 如 , 艇 鞘 碱 性 蛋白 (myelin basic protein,MBP) 的 功能 是 与 轴 突 膜 结合 ， 
促进 环绕 神经 轴 突 起 绝缘 作用 的 髓 鞘 的 形成 和 压缩 。 如 果 MBP 错误 地 出 现在 核 膜 .内 
质 网 膜 或 高 尔 基体 膜 ,就 会 对 神经 元 的 功能 产生 不 利 的 影响 ,于 是 ,MBP - mRNA 在 轴 
突 区 的 区 域 化 分 布 可 防 症 它 在 胞 体内 的 表达 。 

在 酵母 母 细胞 进行 出 芽 生 殖 时 ,新 产生 的 两 个 细胞 具有 相反 的 交配 型 。 而 子 细胞 进 
行 出 芽 生 殖 时 ,产生 的 两 个 细胞 却 具 有 相同 的 交配 型 。Ashl - mRNA 仅 在 出 芽 的 细胞 
内 转录 ,因而 , 它 只 分 布 在 胞 芽 内 。 于 是 ,随后 的 子 细胞 便 翻译 出 阻止 HO 内 切 酶 表达 的 
Ash 1 蛋白 。 但 随后 的 母 细 胞 因 没有 ashl - mRNA 而 不 会 合成 Ashl 蛋白 ,于 是 HO 内 
切 酶 能 够 表达 ,这 就 导致 了 母 细 胞 的 后 代 发 生 交配 型 的 转换 。 

mRNA 区 域 化 有 三 种 可 能 的 机 制 :(1) mRNA 的 一 般 性 扩散 受到 事先 区 域 化 的 锚 定 
物 (localized anchor) 的 捕获 而 受到 限制 ;(2) 受 肌 动 蛋白 或 微 管 的 调节 ;(3) 局 部 降解 。 
在 每 一 种 情况 下 ,细胞 结构 的 不 对 称 已 经 存在 于 细胞 ,mRNA 的 区 域 化 是 建立 在 此 基础 
上 。 而 存在 于 mRNA 上 决定 区 域 化 效果 的 信号 序列 主要 位 于 终止 密码 子 和 了 Poly A 尾巴 
之 间 的 3- UTR 内 。 这 些 信 号 序列 形成 标志 性 的 葵 环 结构 ,充当 特定 的 RNA 结合 蛋白 
的 靶 点 。 当 将 两 种 分 布 不 同 的 mRNA 上 的 区 域 化 信号 序列 进行 交换 的 时 候 , 将 导致 相 
应 蛋白 质 在 细胞 中 位 置 发 生 置换 。 

仍然 以 ashl - mRNA 为 例 , 参 与 ashl - mRNA 区 域 化 定位 的 蛋白 质 包 括 : 
(1) She2 一 一 是 主要 的 mRNA 结合 蛋白 ,负责 识别 ashl - mRNA 上 的 区 域 化 信号 序列 ; 
(2) Shel 一 一 与 一 种 并 不 常见 的 肌 球 蛋白 Myo4 一 样 ,和 ashl - mRNA 一 起 共 定 位 在 子 细 
胞 内 ,但 Myo4 本 身 并 不 结合 RNA; (3) She3 一 一 与 Myod 和 She2 相互 作用 ;(4) She4 
稳定 由 肌 动 蛋白 组 成 的 细胞 骨架 ;(5) She5 一 一 维持 肌 动 蛋白 细胞 骨架 的 极 性 。 

Ashl 在 一 个 有 丝 分 裂 前 的 细胞 核 中 转录 以 后 ,She2 与 其 3 -端的 区 域 化 信号 序列 结 


Ashl mRNA 


侠 12-49 Ashl - mRNA 区 域 化 定位 与 其 表达 之 间 的 关系 


真 核 生 物 的 基因 表达 调控 
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合 , 而 She3 充当 分 子 接头 ,将 形成 的 复合 物 与 肌 球 蛋白 马达 相连 。 在 此 阶段 , 肌 动 蛋白 
骨架 向 出 芽 的 方向 延伸 ,于 是 , 肌 球 蛋白 马达 携带 ashl -mRNA 和 She2 的 复合 物 向 肌 动 
蛋白 纤维 远 端 (distal end) 移 动 , 将 mRNA 定位 到 芽 端 (图 12- 49)。 

已 有 证 据 表 明 ,新 翻译 的 Ashl 可 作为 自身 mRNA 的 锚 定 物 , 有 利于 维持 ashl - 
mRNA 的 区 域 化 分 布 。 

(三 ) mRNA 的 “屏蔽 ” 

某 些 基因 的 表达 调控 可 通过 对 其 mRNA 的 和 暂时 屏蔽 而 实现 。 以 雌性 两 栖 动物 为 
例 , 它 们 任意 一 个 成 熟 的 卵细胞 已 基本 停止 新 mRNA 的 合成 ,但 已 贮备 了 所 有 将 来 用 于 
早期 发 育 的 各 种 mRNA。 这 些 提前 合成 好 的 mRNA 与 特殊 的 蛋白 质 结合 在 一 起 而 被 暂 
时 * 屏 贡 ”, 因 此 无 法 作为 模板 进行 翻译 。 

在 屏蔽 之 前 ,这 些 mRNA 在 3- 端 发 生 选 择 性 脱 腺 苷 酸化 反应 ,多 聚 A 尾 巴 因此 变 
得, 从 几 百 个 A 变 成 了 几 十 个 A。 脱 腺 苷 酸化 的 信号 是 位 于 3- UTR 内 一 段 富 含 AU 的 
序列 。 这 段 序 列 称 为 细胞 质 多 聚 A 元 件 (cytoplasmic polyadenylation element，CPE ) 。 
参与 屏蔽 的 蛋白 质 有 细胞 质 多 聚 A 元 件 结合 蛋白 (CPEB) 和 屏蔽 蛋白 (maskin)。 其 中 
CPEB 识别 并 结合 CEE, 屏 项 蛋白 再 与 CPEB 结合 。 受 到 这 两 种 蛋白 质 屏蔽 的 mRNA 难 
以 作为 模板 进行 翻译 。 然 而 ,一 旦 卵细胞 受精 并 分 裂 ,CPEB 即 发 生 磷 酸化 修饰 。 而 磷 
酸化 修饰 导致 CRPEB .屏蔽 蛋白 与 贮存 的 mRNA 分 离 ,mRNA 的 屏蔽 因此 被 解除 。 受 多 
聚 A 聚合 酶 的 催化 ,解除 屏蔽 的 mRNA 重新 被 添上 全 长 的 多 聚 入 尾巴 。 随 后 ,PABP 与 
多 聚 A 尾巴 结合 ,再 通过 招募 eIF4G 促进 翻译 的 起 始 。 

(四 ) RNA 干扰 

RNA 王 扰 (RNA interference,RNAi) 是 指 通过 特定 双 链 RNA 使 目标 mRNA 降解 
或 者 翻译 受到 阻 过 ,从 而 特异 性 地 抑制 目标 基因 在 翻译 水 平 上 表达 的 现象 。 这 也 是 产生 
表 观 遗传 的 又 一 种 重要 方式 。 

1]. RNAi 的 两 种 形式 

RNAIi 的 发 现 可 算得 上 是 近 十 多 年 来 生命 科学 领域 最 重要 的 进展 之 一 。 有 关 它 的 
发 现 历程 详 见 本 章 科 学 故事 。 事 实 上 ,有 两 种 类 型 的 干扰 RNA, 即 miRNA 和 siRNA。 
这 两 类 于 扰 RNA 成 熟 的 形式 都 是 短 的 双 链 RNA, 每 条 链 的 长 度 通常 为 21 nt 一 25 nt。 
它们 的 来 源 不 同 , 但 作用 机 制 基本 相同 ,许多 作用 成 分 是 共享 的 ,最 后 的 作用 效果 也 是 一 
致 的 。 其 中 ,siRNA 一 般 为 外 源 的 ,可 能 来 自 病 毒 , 也 可 能 是 人 为 导 人 产生 的 ,其 天 然 前 
体 本 来 就 是 双 链 RNA; 而 miRNA 则 由 内 源 基因 编码 ,其 前 体 是 转录 出 来 的 内 部 带 有 发 
夹 结 构 的 单 链 RNA, 绝 大 多 数 是 由 RNAPI 催化 转录 的 ,少数 由 RNAP 亚 催化 转录 。 受 
RNAP 焉 催化 转录 的 miRNA 基因 一 般 在 上 游 具 有 ALx 序列 或 tRNA 基因 。 

2. miRNA 的 分 布 和 基因 结构 及 组 织 

miRNA 存在 于 绝 大 多 数 真 核 生 物 ,但 某 些 藻类 和 海洋 植物 可 能 是 例外 。 据 估计 ,人 
类 基因 组 编码 约 1 000 种 以 上 的 miRNA, 而 受 它们 作用 的 基因 约 占 蛋 白质 基因 总 数 的 
60%。 某 些 病毒 也 编码 miRNA。 例 如 ,疱疹 病毒 约 编码 140 种 以 上 的 miRNA, 这 些 
miRNA 约 2/3 是 控制 自身 的 基因 表达 ,其 他 则 控制 宿主 细胞 的 基因 表达 ,特别 是 与 宿主 
鲍 疫 有 关 的 基因 ,此 外 还 包括 宿主 细胞 内 的 某 些 miRNA。 

在 基因 组 上 ,miRNA 可 成 得分 布 ,或 独立 存在 ,位 于 其 他 基因 之 间 , 或 者 在 其 他 基因 
的 反 义 区 ,也 可 能 单独 寄居 在 某 种 蛋白 质 基 因 或 非 蛋 白质 基因 的 内 含 子 内 ,甚至 在 非 蛋 
白质 基因 的 外 显 子 和 极 少 数 蛋 白质 基因 的 外 显 子 (如 miR - 650) 中 。 成 复 存 在 的 多 个 
miRNA 基因 有 可 能 以 多 顺 反 子 的 形式 组 织 在 一 起 。 那 些 寄 宿 在 其 他 基因 内 部 的 
miRNA 约 占 miRNA 基因 总 量 的 40%% ,它们 与 宿主 基因 一 道 转录 ,经 后 加 工 释放 出 来 。 
而 其 他 miRNA 的 基因 拥有 自己 的 启动 子 和 调控 元 件 , 独 立 进 行 转录 ,然后 再 进行 后 加 
工 。 某 些 miRNA 在 后 加 工 的 时 候 , 会 发 生 位 点 特异 性 的 编辑 。RNA 的 编辑 可 阻止 pri - 
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mRNA 的 进一步 加 工 , 或 者 改变 下 游 的 加 工 方式 ,从 而 增加 miRNA 的 多 样 性 。 

3.miRNA 的 命名 

随 着 越 来 越 多 的 miRNA 被 鉴定 ,建立 一 种 标准 的 系统 命名 方法 就 显得 十 分 必要 。 
现在 ,miRNA 的 命名 一 般 用 mir-X 或 miR-X 来 表示 ,前 者 表示 的 是 一 种 miRNA 的 前 
体 , 后 者 表示 的 是 成 熟 的 miRNA,X 为 数字 编号 ,其 大 小 通常 表示 发 现 的 先后 次 序 。 有 
时 还 在 一 种 miRNA 前 面 加 上 代表 某 物 种 的 前 缀 ,如 hsa 代表 人 ,所 以 hsa- miR- 194 代 
表 的 是 来 源 于 人 细胞 的 一 种 miRNA。 一 个 成 熟 的 miRNA 由 两 条 链 组 成 (miRNA: 
miRNA” ) ,但 一 般 只 有 一 条 链 去 作用 目标 mRNA, 这 一 条 链 称 为 引导 链 (the guide 
strand) ,另外 一 条 链 不 起 作用 ,在 细胞 内 容易 水 解 ,因此 含量 较 低 ,就 像 * 过 客 "一样 , 所 以 
称 为 “过 客 链 ”(the passenger strand) 。 过 客 链 可 用 带 有 星 号 的 miRNA 即 miRNA* 表 
示 。 有 时 ,两 条 链 都 可 以 单独 作为 有 功能 的 miRNA, 去 作用 不 同 的 靶 mRNA。 

4.ImiRNA 的 转录 加工 和 成 熟 

由 RNAP 催化 转录 出 来 的 首先 是 miRNA 前 体 , 即 前 miRNA(Cpri- miRNA)。Pri- 
miRNA 一 般 有 几 千 个 nty 内 部 含有 局 部 的 发 夹 结构 ,如 果 是 后 生动 物 (metazoan) ,就 需 
要 先 经 过 核 加 工 、 核 输出 、` 细 胞 质 再 加 工 , 然 后 参 和 人 到 RNA 诱导 的 沉默 复合 体 (RNA- 
induced silencing complex,RISC) 之 中 ,最 后 通过 RISC 锁定 目标 mRNA, 并 抑制 其 在 翻译 
水 平 上 的 基因 表达 (图 12 - 50)。 
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个 12-50 miRNA 和 siRNA 的 产生 和 作用 机 制 


(1) pri- miRNA 的 核 加 工 

pri-miRNA 是 一 个 大 的 前 体 , 在 细胞 核 首 先 被 加 工 成 70 nt 一 80 nt 小 的 前 体 。 这 个 
小 的 前 体 称 为 miRNA 原 (pre- miRNA) ,其 二 级 结构 实际 上 是 一 个 大 的 发 夹 结 构 。 催 化 
此 步 后 加 工 反应 的 是 一 种 约 为 500 kDa 的 蛋白 质 复合 物 。 在 果 蝇 体内 ,该 复合 物 由 
Drosha 和 Pasha 蛋白 组 成 。 肴 椎 动物 体内 的 Pasha 蛋白 也 称 为 DGCR8 , 它 含有 两 个 双 
链 RNA 结合 结构 域 , 其 作用 是 对 pri- miRNA 上 的 前 切 点 进行 精确 定位 ,但 真正 进行 剪 
切 的 是 Drosha 蛋白 。Drosha 有 两 个 核糖 核酸 酶 亚 结 构 域 ,可 分 别 在 发 夹 结构 的 葵 底 部 
离 单 链 / 双 链 RNA 交界 处 5 和 3' - 臂 部 11 bp 的 位 置 切 开 RNA( 图 12-51)。 
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圈 12 -51 后 生动 物体 内 Pri - miRNA 的 两 步 后 加 工 


一 个 pri-miRNA 可 能 含有 1 一 6 个 不 同 的 miRNA, 但 每 一 个 miRNA 都 来 自 其 中 的 
一 个 发 夹 结构 。 每 一 个 发 夹 结 构 的 两 村 序列 是 有 效 加 工 所 必需 的 。 发 夹 结 构 的 双 链 区 
被 DGCR8 或 Pasha 蛋白 识别 。DGCR8 与 Drasha 结合 ,形成 微 加 工 体 Cmicroprocessor) 
复合 物 。 在 微 加 工 体 的 作用 下 ,每 一 个 发 夹 结构 被 释放 出 来 ,在 3 - 端 有 双核 苷 酸 突起 。 
这 时 的 产物 就 是 pre- miRNA。 

Drosha 对 pri- miRNA 的 剪 切 一 般 在 mRNA 剪接 反应 之 前 在 还 没有 剪接 的 内 含 子 
区 进行 。 然 而 , 某 些 miRNA 所 在 的 内 含 子 区 自身 折 和 县 成 发 夹 结 构 。 在 这 种 情况 下 ， 
Drosha 的 作用 被 跳 过 。 直 接 从 内 含 子 里 前 接 出 来 的 pre- miRNA 省 掉 了 微 加 工 体 的 加 
工 , 被 称 为 微 内 含 子 C(mirtron) 。 

与 后 生动 物 相 比 , 植 物 的 miRNA 前 体 上 的 葵 环 结构 较 大 ,可 变性 也 大 。 而 且 , 植 物 
体 miRNA 前 体 的 加 工 只 受 一 种 在 细胞 核 类似 切 酶 的 酶 (Dicer- likel ，DL1) 的 剪 切 , 直 
接 产生 成 熟 的 miRNA, 而 不 像 后 生动 物 ,需要 在 细胞 核 和 细胞 质 分 别 由 两 种 不 同 的 酶 进 
行 剪 切 。 植 物 成 熟 的 miRNA 一 般 含有 21 nt, 而 且 5'- 端 的 核 苷 酸 多 为 U, 而 动物 则 通常 
含有 22 nt 一 23 nt。 

(2) pre-miRNA 从 细胞 核 到 细胞 质 的 运输 

一 旦 pri - miRNA 在 细胞 核 完成 加 工 ,形成 的 pre - miRNA 即 在 输出 蛋白 5 
(Cexportin5,EXP5) 和 小 G 和 蛋白 一 一 Ran - GTP 的 作用 下 ,离开 细胞 核 。EXP5 能 够 识别 
pre-miRNA 上 在 3- 端 有 突出 (1 一 8 nt) 的 长 于 14 bp 的 葵 结 构 , 这 种 识别 保证 了 只 有 加 工 
正确 的 pre- miRNA 才能 被 输出 。 此 外 ,EXP5 还 能 保护 pre- miRNA, 防 止 它们 的 水 解 。 

在 植物 miRNA : miRNA" 双 链 核 输出 之 前 ,其 3 - 端 突 出 序列 受 一 种 叫 HENI1 的 
RNA 甲 基 转 移 酶 的 催化 ,发 生 甲 基 化 修饰 ,然后 再 在 EXP5 的 同 源 物 HST 的 帮助 下 ,从 
细胞 核 进入 细胞 质 。 

(3) pre- miRNA 在 细胞 质 中 的 进一步 加 工 和 成 熟 miRNA 的 产生 

在 细胞 质 ,pre- miRNA 在 靠近 未 端 环 的 位 置 受 切 酶 (dicer) 的 切割 ,释放 出 在 3 - 端 
有 双核 苷 酸 突起 的 长 约 22 nt 的 miRNA : miRNA" 双 链 。 切 酶 具有 多 个 结构 域 ,属于 依 
赖 于 ATP 的 核糖 核酸 酶 亚 家 族 , 参 与 小 双 链 RNA 的 前 切 加 工 。 有 两 种 切 酶 , 即 切 酶 1 
和 切 酶 2, 它 们 分 别 参与 miRNA 和 siRNA 的 加 工 成 熟 。 
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Pre- miRNA 发 夹 结构 总 的 长 度 和 环 的 大 小 能 影响 到 切 酶 加 工 的 效率 ,miRNA : 
miRNA-" 配对 的 不 完善 性 质 也 会 影响 到 剪 切 。 

5. miRNA 的 功能 及 其 作用 机 制 

miRNA 的 功能 最 终 表 现在 它 对 特定 目标 基因 表达 的 影响 。miRNA 的 作用 首先 需 
要 它 和 通常 位 于 目标 mRNA 在 3- UTR 内 的 互补 位 点 结合 ,在 此 基础 上 再 导致 目标 
mRNA 的 降解 或 翻译 阻 遇 。 与 其 抑制 效应 相反 ,少数 miRNA 也 能 通过 上 调 翻译 而 刺激 
目标 基因 的 表达 。 而 且 , miRNA 还 能 与 不 均一 核糖 核酸 蛋白 (heterogeneous 
ribonucleoprotein) 结 合 , 解 除 目 标 mRNA 的 翻译 阻 过 ,从 而 控制 细胞 的 命运 。 这 时 的 
miRNA 实际 上 充当 一 种 诱饵 ,干扰 调节 和 蛋白 的 活性 。 

如 果 是 抑制 翻译 ,miRNA 的 作用 就 是 从 结合 淘金 者 蛋白 (Cargonaute,Ago) 并 参 人 到 
RISC 之 中 开始 的 。 

Ago 蛋白 是 一 个 大 的 家 族 , 可 分 为 Piwi 和 Ago 两 个 亚 族 。 其 中 前 者 参与 转 座 子 沉 
默 (transposon silencing) ,在 生殖 细胞 内 特别 丰富 ;后 者 通过 作用 miRNA 和 SIRNA, 在 转 
录 后 基因 表达 调控 中 起 作用 。Asgo 蛋白 对 于 RISC 的 功能 十 分 关键 , 它 是 miRNA 诱导 
的 基因 沉默 必需 的 。 研 究 表明 , 它 含 有 两 个 保守 的 RNA 结合 结构 域 :一 个 为 PAZ 结构 
域 ,可 与 成 熟 的 miRNA 的 3 - 端 单 链 区 结合 , 另 一 个 为 PIWI 结构 域 ,其 在 结构 上 类 似 于 
核糖 核酸 酶 互 , 作 用 引导 链 的 5 - 端 。 某 些 Ago 蛋白 ,如 人 的 Ago2 ,能 够 直接 切割 目标 
mRNA。Asgo 也 可 能 将 其 他 蛋白 招募 进来 ,实现 翻译 阻 遏 。 

在 切 酶 1 前 切 pre-miRNA 的 时 候 ,miRNA 双 链 开始 解 链 。 结 果 成 熟 的 miRNA 只 
有 引导 链 参 和 到 RISC 之 中 ,与 RISC 中 的 Ago- 1 蛋白 结合 ,形成 miRISC, 同 时 过 客 链 
得 以 释放 。 在 这 里 ,Ago 蛋白 不 仅 在 RISC 形成 中 起 关键 作用 ,还 决定 哪 一 条 链 作为 引导 
链 参 人 到 RISC 之 中 。 究 竟 选 择 哪 一 条 ,是 根据 它 的 热力 学 不 稳定 性 和 内 部 茎 环 的 位 置 。 
在 人 体 细胞 ,在 pre- miRNA 发 夹 共 上 具有 错 配 碱 基 对 的 miRNA 首先 受 Ago- 2 的 前 
切 , 这 种 剪 切 在 中 央 发 夹 的 3 - 臂 (属于 miRNA” ) 上 ;产生 有 缺口 的 发 夹 。 在 这 种 情况 
下 ,Ago- 2 先 于 切 酶 1 起 作用 ,促进 miRNA 双 链 的 解 链 . 具 有 缺口 链 的 去 除 和 RISC 的 
激活 。 

与 Ago- 1 的 结合 可 大 大 提高 miRNA 的 稳定 性 。 在 果 蝇 细胞 , miRNA-” 链 可 以 和 
Ago- 2 结合 。miRNA- 是 结合 Ago- 1 还 是 Ago- 2 取决 于 miRNA 双 链 的 结构 ,热力 学 
的 稳定 性 和 5 - 端 第 一 个 核 昔 酸 的 性 质 。 如 果 第 一 个 核 苷 酸 是 C, 就 与 Ago - 2 结合 ;如 
果 是 U, 就 与 Ago- 1 结合。 有些 miRNA- 在 基 团 表达 调控 中 也 起 作用 。 

其 他 属于 RISC 的 成 分 包括 TRBP(CHIV TAR binding protein) .干扰 素 诱 导 的 蛋白 
质 激酶 激活 蛋白 (protein activator of the interferon induced protein kinase，PACT) SMN 
复合 物 .脆性 X 智 力 低 下 蛋白 和 Tudor- SN 蛋白 。 

在 RISC 形成 后 的 第 一 步 是 识别 目标 mRNA( 图 12 - 52)。 其 中 的 Ago- 1 使 
miRNA 能 够 采取 合适 的 方向 与 目标 mRNA 作用 。 而 目标 mRNA 的 确定 取决 于 miRNA 
的 引导 链 与 目标 mRNA 上 的 目标 序列 的 互补 性 ,而 互补 的 程度 决定 目标 mRNA 是 水 
解 、 去 稳定 还 是 翻译 阻 遇 。 如 果 miRNA 与 目标 mRNA 呈现 完全 的 互补 ,或 者 近乎 完全 
的 互补 ,Ago2 就 直接 切割 mRNA, 导 致 mRNA 直接 降解 。 如 果 互 补 并 不 完善 ,就 通过 翻 
译 阻 过 进 行 。 

识别 主要 通过 种 子 序列 (the seed sequence) 进 行 。 种 子 序列 是 一 段 保守 序列 ,多 数 
位 于 miRNA 5- 端 2 nt 一 7 nt 的 位 置 。 即 使 miRNA 与 其 目标 序列 不 完全 互补 ,但 种 子 
序列 必须 与 靶 mRNA 上 的 一 段 序列 完全 互补 。 许 多 研究 表明 ,在 RISC 与 目标 mRNA 
作用 的 时 候 ,不 仅 种 子 序 列 ,miRNA 整个 5 -区 也 很 重要 。miRNA 通过 与 mRNA 的 结 
合 调节 基因 的 表达 , 而 种 子 序列 是 miRNA 与 目标 mRNA 结合 必需 的 。 

植物 与 原生 动物 的 miRNA 在 识别 目标 mRNA 上 具有 三 个 显著 的 差别 :(1) 植物 


525 


526 


12-S2 miRNA 作用 的 基本 过 程 和 结果 


miRNA 多 以 转录 因子 的 mRNA 作为 作用 的 对 象 。(2) 植物 的 miRNA 与 其 目标 mRNA 
的 序列 几乎 完美 互补 ,没有 或 者 只 有 很 少 的 错 配 碱 基 , 因 此 作用 的 结果 是 导致 目标 
mRNA 降解 。 而 后 生动 物 的 miRNA 的 与 目标 mRNA 的 互补 区 横 跨 5 - 端 2 nt 一 7 nt 和 
种 子 序列 , 故 对 于 后 生动 物 而 言 , 一 种 miRNA 可 对 准 同 一 个 目标 mRNA 分 子 上 多 个 位 
点 ,或 者 对 准 不 同 的 目标 mRNA, 作 用 的 结果 一 般 是 导致 翻译 受阻 。(3) 原生 动物 的 
miRNA 作用 的 靶 点 位 于 目标 mRNA 在 3- UTR 三 个 主要 的 非 翻译 区 , 而 植物 的 
miRNA 作用 的 靶 点 经 常 位 于 编码 区 。 但 不 管 如 何 ,miRNA 的 作用 机 制 在 各 种 真 核 生物 
体内 是 高 度 保守 的 , 它 对 于 真 核 生 物 基 因 表 达 调 控 十 分 重要 。 

RISC 对 目标 mRNA 的 作用 可 通过 不 同 的 机 制 进行 (图 12- 53) ,可 能 抑制 翻译 的 延 
伸 .诱导 核糖 体 的 脱落 和 促进 新 生 肽 链 的 水 解 等 ,甚至 去 作用 染色 质 ,通过 组 蛋白 的 甲 基 
化 促进 局 部 染色 质 的 浓缩 而 导致 转录 受阻 。RISC 还 可 以 加 快 mRNA 的 去 稳定 ,一 方面 


(1) 植物 (2) 后 生动 物 (3) 酵母 、 植 物 可 能 也 有 动物 
翻译 阻 过 转录 抑制 
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是 促进 目标 mRNA 的 脱 帽 , 另 一 方面 是 促进 目标 mRNA 的 去 尾 。 在 果 蝇 细胞 ,去 尾 和 
脱 帽 都 需要 GW182 蛋白 .CCR4 : NOT 去 腺 苷 酸 酶 和 DCP1 : DCP2 脱 帽 复合 物 。 

在 很 多 情况 下 ,miRNA 作用 的 最 后 一 步 涉 及 加 工 小 体 (processing bodies,P 小 体 ) 
(图 12-54)。P 小 体 是 细胞 质 中 与 mRNA 衰变 有 关 的 酶 的 复合 物 , 例 如 CCR4 : NOT 
复合 物 ( 去 腺 苷 酸 酶 )\DCP1 : DCP2 复合 物 ( 脱 帽 酶 ).RCK/p54 和 eIF4ET( 一 种 翻译 阻 
遏 和 蛋白) 。 此 外 ,GW182 是 完整 的 P 小 体 所 必需 的 成 分 。 显 然 ,P 小 体 是 RISC 将 目标 
mRNA 送 去 降解 或 贮存 的 场所 。 例 如 ,在 人 细胞 , 受 miR - 122 阻 遇 的 mRNA 贮存 在 P 
小 体内 , 遇 到 胁迫 条 件 , 即 释放 出 来 ,再 与 核糖 体 结合 形成 多 聚 核糖 体 。 
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一 种 miRNA 的 作用 不 一 定局 限 在 产生 它 的 细胞 ,可 能 会 扩散 到 其 他 的 细胞 ,有 时 甚 
至 在 很 远 的 地 方 。 对 于 植物 来 说 ,miRNA 可 以 通过 胞 间 连 丝 和 筛 管 进行 远 距 离 作 用 。 
动物 可 能 通过 脂肪 体 进行 运输 , 借 此 运输 可 以 将 一 种 miRNA 特异 输送 到 某 个 靶 目 标 。 
有 时 ,一 种 miRNA 可 在 两 个 物种 直接 进行 转移 ,甚至 发 生 跨 界 转移 。 例 如 ,有 人 将 一 个 
针对 棉铃 虫 基因 的 miRNA 转 到 棉花 ,棉铃 虫 吃 了 棉花 ,miRNA 被 吸收 进 体内 起 作用 。 

6，miRNA 的 周转 和 代谢 

成 熟 的 miRNA 周转 使 用 的 是 “用 之 或 废 之 ”策略 。miRNA 的 引导 链 与 Ago 和 蛋白 的 
结合 得 到 了 稳定 ,而 过 客 链 被 优先 降解 。 成 熟 miRNA 的 衰变 由 5 -外 切 酶 XRN2( 也 叫 
Ratlp) 调 节 。 在 植物 , 则 是 一 种 小 RNA 降解 核酸 酶 (small RNA degrading nuclease， 
SDN) 家 族 的 成 员 从 相反 的 方向 降解 miRNA。 

7.miIRNA 形成 的 调控 

编码 miRNA 的 基因 一 般 由 RNAP[ 催化 转录 ,那些 能 够 作用 RNAPI[ 的 转录 因子 
当然 能 够 影响 到 miRNA 的 转录 。 而 对 miRNA 特异 性 的 调节 是 编辑 ,通过 编辑 ,RNA 
序列 上 的 A 在 作用 RNA 的 腺 苷 脱 氨 酶 (adenosine deaminase acting on RNA，ADAR) 的 
众 化 下 变 成 TI, 这 种 碱 基 转换 可 改变 pri- miRNA 上 面 的 碱 基 配 对 ,从 而 可 能 阻止 Drosha 
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和 切 酶 的 作用 。 而 且 , 编 辑 过 的 成 熟 miRNA 可 能 识别 其 他 的 目标 RNA 分 子 。 

miRNA 形成 的 调节 也 涉及 反馈 机 制 。 例 如 ,Drosha 和 Pasha 以 负 反馈 的 环 路 相互 
调节 对 方 。Drosha 可 以 切 开 Pasha 位 于 5- UTR 的 一 个 发 夹 结 构 , 如 果 Drosha 过 量 ,就 
可 以 通过 这 种 方式 ,降低 Pasha - mRNA 的 水 平 。 再 如 ,人 的 切 酶 受到 let -7 这 种 
miRNA 的 调节 。 在 切 酶 的 编码 区 有 let- 7 作用 的 靶 序 列 , 因 此 ,可 以 受到 let-7 的 下 
调 。 而 let-7 和 一 种 叫 let-28 的 RNA 结合 蛋白 之 间 有 交互 调控 :一 方面 ,let-7 能 够 抑 
制 let- 28 的 翻译 , 另 一 方面 ,let- 28 又 阻止 let- 7 的 成 熟 。let- 28 能 够 阻 断 Drosha 和 
切 酶 介 导 的 切割 。let - 28 通过 诱导 let- 7 前 体 发 生 尿 苷 酸化 而 起 作用 ,因为 let- 7 前 体 
在 3 - 端 发 生 尿 苷 酸化 以 后 , 切 酶 无 法 对 其 加 工 , 结 果 很 快 发 生 水 解 。 与 尿 苷 酸化 不 同 ， 
miRNA 在 3 - 端 发 生 腺 苷 酸化 , 则 能 够 提高 它 的 稳定 性 。 显 然 , 尿 苷 酸化 和 腺 苷 酸化 之 
间 存 在 竞争 。 

8.、RNAi 的 应 用 

自 RNAi 被 发 现 的 那 一 刻 , 人 们 就 意识 到 了 它 可 能 的 应 用 前 景 。 在 当今 的 后 基因 组 
时 代 ,RNAIi 技术 已 作为 基因 散 减 最 重要 的 手段 ,被 广泛 地 用 于 研究 功能 基因 分 析 、 细 胞 
信和 号 转 导 通路 分 析 和 药物 设计 及 开发 等 领域 ( 详 见 第 十 三 章 分 子 生 物 学 技术 )。 记 今 为 
止 ,有 许多 基于 RNAi 开发 出 来 的 药物 进入 临床 试验 ,但 遗憾 的 是 还 没有 一 种 真正 的 
RNA 干扰 药物 用 于 临床 治疗 。 一 般 而 言 ,进行 RNAi, 首 先 需要 将 合成 的 siRNA 转 染 至 
细胞 或 动物 ,或 者 将 表达 siRNA 前 体 即 具 短发 夹 结 构 的 RNA(short - hairpin RNA， 
shRNA) 的 质粒 或 重组 病毒 引入 细胞 或 动物 。 由 于 外 源 的 siRNA 与 经 切 酶 /TRBP 剪 切 
得 来 的 内 源 miRNA 十 分 相似 ,可 被 装载 进入 RISC, 因 此 也 具有 基因 沉默 的 功能 。 同 样 ， 
shRNA 和 pre - miRNA 在 结构 上 也 是 类 似 的 ,在 体内 可 以 被 成 功 地 加 工 成 成 熟 的 
siRNA。 在 人 工 设计 的 时 候 , 很 容易 实现 让 外 源 siRNA 与 它们 的 靶 mRNA 完全 互补 ,从 
而 直接 导致 即 mRNA 的 降解 。 

9. RNAIi 的 生物 学 意义 

关于 RNAi 的 生物 学 意义 ,目前 普 壳 认为 , 它 在 植物 和 昆虫 体内 相当 于 一 种 免疫 系 
统 , 起 着 保卫 基因 组 的 作用 ,防止 外 来 有 害 的 基因 或 病毒 基因 整合 到 植物 基因 组 中 ; 因 
为 许多 病毒 的 基因 组 为 双 链 RNA, 或 者 在 复制 过 程 中 经 历 双 链 RNA 中 间 体 ,这 些 双 链 
RNA 可 被 宿主 细胞 内 的 切 酶 和 RISC 识别 切割 而 使 其 失去 活性 。 此 外 , 它 还 参与 基因 
表达 的 调控 。 目 前 ,人 们 已 经 鉴别 出 1 000 多 个 人 类 miRNA。 这 些 miRNA 参与 细胞 分 
化 .增殖 、 凋 亡 .胰岛 素 分 泌 以 及 心脏 ,大脑 和 骨骼 肌 等 的 发 育 过 程 。 其 中 , 某 些 miRNA 
在 一 些 生物 胚胎 发 育 的 特定 时 段 起 作用 ,参与 调控 发 育 时 钟 ,因此 被 称 为 时 钟 小 RNA 
(CstRNA,small temporal RNA) 。 

(五 ) mRNA 的 降解 和 稳定 性 与 基因 表达 调控 

细胞 质 中 所 有 的 RNA 都 会 水 解 ,但 是 不 同类 型 的 RNA 在 细胞 内 的 半衰期 不 尽 相 
同 。 例 如 ,tRNA 和 rRNA 通常 很 稳定 ,难以 被 水 解 ,而 mRNA 变化 很 大 ,其 半衰期 短 到 
几 分 钟 ,长 到 几 个 月 。 显 然 一 种 mRNA 半衰期 越 高 ,其 被 翻译 的 机 会 就 越 大 。 

当 一 种 mRNA 的 稳定 性 能 够 受到 特定 的 调节 信号 作用 而 发 生变 化 的 时 刻 ,mRNA 
的 稳定 性 和 降解 便 成 为 调节 基因 表达 的 一 项 重要 手段 。 

影响 到 mRNA 稳定 性 的 因素 除了 两 端 固有 的 帽子 和 尾巴 结构 以 外 ,还 有 其 他 一 些 
特殊 的 序列 和 二 级 结构 元 件 。 有 研究 表明 ,在 许多 “短命 "mRNA( 如 某 些 细胞 因子 和 原 
癌 基 因 编 码 的 和 蛋白质)3- UTR 中 ,有 一 段 富 含 AU 序列 的 元 件 (AU-rich element,ARE) 
就 是 一 种 去 稳定 元 件 。ARE 的 作用 一 方面 可 提高 mRNA 尾巴 的 脱 腺 苷 酸 作 用 而 降低 
mRNA 的 稳定 性 , 另 一 方面 还 能 够 直接 参与 翻译 阻 遇 。 已 发 现 ,细胞 内 一 些 重 白质 能 够 
与 ARE 结合 ,而 影响 到 ARE 的 功能 。 例 如 , AUF1/hnRNP 与 ARE 的 结合 ,可 减弱 
PABP 与 Poly A 尾 巴 的 亲和力 ,从 而 降低 mRNA 的 稳定 性 ;相反 ,HuR/HuA 与 ARE 的 


结合 ,可 增强 PABP 与 Poly A 尾巴 的 亲和力 ,因此 会 提高 mRNA 的 稳定 性 。 
Box 12-6 类 病毒 的 致 病 机 制 


类 病毒 并 不 是 真正 的 病毒 ,而 是 一 种 仅 由 RNA 组 成 的 植物 致 病因 子 , 其 基因 组 
RNA 是 一 种 共 价 闭环 单 链 RNA, 长 度 为 246 nt~401 nt, 没 有 编码 任何 蛋白 质 的 功 
能 。 由 于 它 仅 由 RNA 组 成 ,而 且 一 般 具 有 酶 活性 ,因此 现在 一 般 认 为 ,类 病毒 是 地 球 
上 曾经 出 现 过 的 RNA 世界 的 遗迹 。 

类 病毒 的 宿主 细胞 只 能 是 植物 细胞 ,由 于 它 不 能 编码 任何 蛋白 质 , 故 它 的 复制 完 
全 是 由 宿主 细胞 内 的 RNA 聚合 酶 俊 化 的 ,复制 的 场所 通常 是 细胞 核 , 少 数 在 叶绿体 。 

类 病毒 的 感染 可 引起 多 种 症状 ,从 轻微 的 生长 阻 滞 , 到 严重 畸形 、 坏 死 (necrosis)、 
萎 黄 (chlorosis) 或 矮 化 (stunting) ,但 是 它 既 然 不 编码 任何 和 蛋白质, 那 又 是 如 何 导 致 植 
物 发 病 的 呢 ? 对 于 这 个 问题 ,长 期 以 来 一 直 是 一 个 谜 。 

直到 RNA 干扰 被 发 现 以 后 ,人 们 开始 想到 ,也 许 类 病毒 利用 其 基因 组 RNA 诱导 
的 基因 沉默 , 即 RNA 干 拢 作用 宿主 细胞 ,并 最 终 致 病 。 

已 有 证 据 表明 ,类 病毒 在 感染 宿主 细胞 以 后 ,其 基因 组 RNA 可 在 细胞 质 中 的 
RNA 依赖 性 RNA 聚合 酶 (RNA-dependent RNA polymerase) (如 RDR6) 的 催化 下 , 变 
成 双 链 DNA, 再 在 切 酶 类 (Dicer-like，DCL) 蛋 白质 的 作用 下 ,被 加 工 成 小 干扰 RNA 
CSiRNA) ,这 些 由 21 一 25 bp 组 成 的 siRNA 可 在 受到 类 病毒 感染 的 组 织 中 检测 到 。 

尽管 在 SiRNA 和 类 病毒 的 致 病 性 之 间 还 没有 发 现存 在 直接 的 关系 ,但 已 有 很 多 
证 据 支 持 这 种 依赖 SRNA 的 作用 模型 (图 12- 55)。 例 如 ,将 缺乏 感染 能 力 的 被 截 短 
的 马 铃 著 纺 锤 形 块茎 类 病毒 (potato spindle tuber viroid，PSTVd) ,通过 转基因 手段 整 
合 到 番 匣 中 ,并 让 其 表达 ,结果 发 现 可 产生 PSTVd 特异 性 的 siRNA, 同 时 这 种 转基因 
瘟 茵 表现 有 类 似 全 长 PSTVd 引起 的 病理 症状 。 再 如 , 受 啤 酒 花 绑 化 类 病毒 (hop stunt 
viroid，HSVd) 感 染 的 植物 病症 并 不 依赖 于 类 病毒 的 积累 ,而 是 依赖 于 RDR6 的 酶 
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铁 是 一 种 细胞 必需 的 元 素 , 它 作 为 细胞 色素 .血红 蛋白 和 许多 其 他 酶 的 组 分 ,参与 细 
胞 多 个 重要 的 过 程 , 但 细胞 内 过 量 的 铁 会 诱发 有 害 的 自由 基 反 应 ,导致 脂 类 、 蛋 白质 和 核 
酸 的 损伤 。 因 此 ,细胞 内 铁 的 浓度 是 受到 严格 调控 的 。 

细胞 内 对 铁 浓 度 的 控制 是 通过 对 两 种 参与 铁 代 谢 的 蛋白 质 一 一 转 铁 蛋白 受 体 
(transferrin receptor,TIR) 和 铁 和 蛋白 (ferritin) 的 翻译 而 实现 的 。 铁 蛋白 的 功能 是 细胞 内 
贮存 铁 的 场所 ,而 转 铁 蛋 白 受 体 的 功能 是 通过 与 血液 内 运输 铁 的 蛋白 质 一 一 转 铁 蛋白 的 
相互 作用 ,调节 进入 细胞 铁 的 量 。 若 细胞 内 铁 浓 度 较 高 , 铁 蛋 折 的 翻译 就 上 调 ,而 工 疏 的 
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翻译 就 下 调 ,以 防止 细胞 因 摄 人 过 多 的 铁 而 中 毒 ; 反 之 , 若 细 胞 内 铁 浓 度 较 低 , 铁 蛋 和 白 的 
翻译 就 下 调 ,而 TfR 的 翻译 就 上 调 ,以 满足 细胞 对 铁 的 需要 。 

在 TIR-mRNA 的 3-UTR 和 铁 蛋 白 -mRNA 的 5-UTR 中 ,有 一 种 由 葵 环 结构 组 
成 的 铁 反应 元 件 (iron-response element,IRE) ,其 中 TfR 上 的 IRE 含有 去 稳定 的 ARE。 
在 细胞 质 基 质 中 ,有 一 种 IRE 结合 蛋白 (IRE-binding protein,IREBP) 可 与 IRE 结合 
细胞 处 于 低 铁 状态 下 ,IREBP 有 活性 , 便 可 以 与 IRE 结合 ,但 结合 以 后 ,对 TIR = mRNA 
和 铁 蛋 白 - mRNA 的 稳定 性 和 可 翻译 性 会 产生 不 同 的 影响 。 由 于 铁 蛋 白 - mRNA 上 的 
IRE 位 于 5- UTR, 因 此 在 结合 IREBP 以 后 会 阻止 翻译 。 相 反 ,TIR - mRNA 上 的 IRE 
位 于 3- UTR, 所 以 IREBP 与 其 结合 会 提高 它 的 稳定 性 ; 当 细胞 处 于 高 铁 状态 下 ,IREBP 
无 活性 ,因而 无 法 结合 IRE。 于 是 ,TIR - mRNA 因 失 去 了 EBP 的 保护 被 水 解 , 铁 蛋 白 - 
mRNA 的 JIRE 则 因 没 有 结合 IREBP 反而 被 翻译 (图 12- 56)。 
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(六 ) 对 翻译 过 程 本 身 的 调节 

1. 对 翻译 起 始 阶段 的 调节 

对 翻译 起 始 阶段 的 调节 ,主要 是 通过 对 起 始 因子 eIF4E 和 eIF2 的 磷酸 化 修饰 而 实 
现 的 。 细 胞 内 某 些 信和 号 (生长 因子 .受热 .病毒 感染 有丝分裂 和 血红 素 浓度 变化 等 ) 能 够 
诱发 这 两 种 起 始 因子 的 磷酸 化 或 去 磷酸 化 ,从 而 改变 翻译 的 效率 。 

eIF4E 和 eIF2 的 磷酸 化 对 翻译 的 影响 正好 相反 ,前 者 的 磷酸 化 是 刺激 翻译 ,后 者 则 
是 抑制 翻译 。 例 如 ,人 体 细胞 在 受到 某 些 病毒 感染 以 后 ,可 产生 并 分 记 干 扰 素 ,来 作用 其 
他 还 没有 受到 病毒 感染 的 细胞 ,让 它们 采取 行动 ,防止 病毒 的 感染 。 干 扰 素 作 用 的 主要 
过 程 是 在 结合 靶 细 胞 膜 上 的 受 体 以 后 (图 12 - 57) ,最 终 激活 胞 内 三 种 酶 基因 的 表达 。 这 
三 种 酶 包括 :2 ,5 - 守 聚 A 合 成 酶 .核糖 核酸 酶 L 和 蛋白质 激 酶 ROPKR)。2 ,5 - 窒 聚 A 
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合成 酶 可 催化 以 2 ,5 -磷酸 二 酯 键 相连 的 寡 聚 A 的 合成 ,合成 的 2 ,5 - 窒 聚 A 可 激活 表 
达 出 来 的 核糖 核酸 酶 工 的 活性 。 被 激活 的 核糖 核酸 酶 工 可 水 解 由 病毒 转录 产生 的 
mRNA。PKR 表达 并 激活 后 ,可 催化 eIF2 的 < 亚 基 在 Ser51 的 磷酸 化 修饰 。eIF2 在 磷 
酸化 以 后 ,eIF2B 会 始终 与 其 结合 而 无 法 完成 GDP- GTP 的 循环 ,导致 其 活性 的 丧失 ,从 
而 使 翻译 的 起 始 受到 抑制 。 再 如 ,网 织 红 细胞 内 血红 素 浓 度 对 珠 和 蛋白 合成 的 控制 ,也 是 
通过 对 eIF2 的 磷酸 化 来 进行 的 。 当 细胞 内 缺乏 血红 素 时 ,细胞 内 的 PKA 被 激活 。 被 激 
活 的 PKA 催化 eIF2 激酶 的 磷酸 化 而 使 其 激活 ,eIF2 激酶 被 激活 后 再 催化 eIF2 的 磷酸 
化 。eIF2 的 磷酸 化 必然 导致 珠 蛋 白 翻译 起 始 受到 抑制 ,从 而 协调 了 血红 素 水 平 与 珠 蛋 和 白 
的 合成 。 


干扰 素 
干扰 素 受 体 
诱导 2, 5/ 赛 聚 腺 苷 酸 合成 本 诱导 核糖 核酸 酶 L 的 表达 蛋白 质 激酶 的 诱导 
激活 的 2, 5/- 塞 聚 腺 华 酸 合成 酶 。 “激活 的 核 狂 核酸 酶 L 激活 的 蛋白 质 激酶 
nATP 3 
npPP 
2 5 二 寡 聚 腺 苷 酸 一 mRNA 降解 elF2 的 磷酸 化 


翻译 起 始 被 抑制 
侠 12 - 57 干扰 素 在 翻译 水 平 调节 基因 表达 的 作用 机 制 


受热 条 件 或 生长 因子 可 通过 不 同 的 信号 转 导 途径 激活 另 一 种 蛋白 质 激 酶 一 一 
MNK1 ,被 激活 的 MNK1 再 催化 eIF4E 的 磷酸 化 ,而 eIF4E 的 磷酸 化 有 利于 翻译 的 
起 始 。 

此 外 ,细胞 内 的 某 些 抑制 因子 能 够 与 特定 的 起 始 因子 结合 ,而 抑制 翻译 的 起 始 。 例 
如 ,一 种 eIF4E 的 结合 蛋白 eIF4E 结合 蛋白 1(CeIF4E binding proteinl ,eIF4EBP1) 可 
与 eIF4E 结 合 ,而 导致 翻译 起 始 受阻 。 然 而 ,一 旦 这 种 结合 蛋白 发 生 磷酸 化 修饰 , 即 与 
eIF4E 解 离 , 于 是 抑制 又 得 以 解除 。 紫 外 辐射 和 胰岛 素 能 够 促进 eIF4EBP1 与 起 始 因子 
的 解 离 从 而 提高 翻译 的 效率 。 

2. 对 翻译 终止 阶段 的 调节 

对 翻译 终止 阶段 的 调节 是 通过 再 次 程序 化 的 遗传 解码 而 进行 的 (参看 第 九 章 蛋白 
质 的 生物 合成 ) 。 

(七 ) InecRNA 在 翻译 水 平 的 调节 

lncRNA 还 可 以 在 翻译 水 平 上 对 基因 表达 实行 调控 。 以 小 鼠 中 枢 神 经 系统 神经 元 内 
的 BC1 lncRNA 为 例 ( 人 体内 有 BC200) , 它 由 RNAP 芽 转录 产生 ,其 表达 受到 突 触 活动 
和 突 触 形成 (synaptogenesis) 诱 导 。 序 列 分 析 表 明 , BC1 与 多 种 神经 元 特有 的 mRNA 存 
在 碱 基 互补 ,因此 一 旦 发 生 碱 基 配 对 ,可 阻 遇 这 些 mRNA 的 翻译 。 已 有 证 据 表 明 ,BC1l 
在 树 突 内 通过 这 种 方式 产生 翻译 阻 遇 ,可 控制 纹 状 体 (striatum) 内 多 巴 胺 D2 受 体 介 导 
的 神经 传导 的 效率 。 缺 失 BC] 的 小 鼠 行 为 有 异常 的 变化 ,如 探索 能 力 降 低 、 容 易 出 现 
焦虑 。 
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八 、 翻 译 后 水 平 的 调节 


基因 表达 在 翻译 后 水 平 的 调节 实际 上 是 各 种 形式 的 翻译 后 加 工 ( 参 看 第 十 章 蛋白 
质 的 翻译 后 加 工 、 分 拣 . 定 向 和 水 解 ) 。 


六 


科学 故事 一 一 RNAIi 的 发 现 


早 在 1990 年 ,Rich Jorgensen 等 在 对 绑 牵 牛 (petunias) 进 行 转 基因 研究 中 发 现 
一 个 奇怪 的 现象 :将 一 个 能 产生 色素 的 基因 一 蝴蝶 兰 查 尔 酮 合 酶 基因 (chalone 
synthase) 置 于 一 个 强 启 动 子 后 ,引入 矮 脚 牵 牛 , 以 加 深 花 采 的 紫色 ,结果 非但 没有 看 
到 期 待 中 的 深 紫 色 花 条, 倒是 多 数 花 成 了 花 斑 , 甚至 是 白色 的 (图 12 - 58)。 
Jorgensen 将 这 种 现象 命名 为 共 阻 过 (cosuppression) , 因为 他 认为 导入 的 基因 和 其 机 
体内 相似 的 内 源 基 因 同 时 都 被 阻 过 而 不 表达 。 与 此 类 似 的 实验 是 ,将 经 基因 改造 过 
的 含有 一 个 植物 基因 片段 的 RNA 病毒 感染 植物 细胞 ,也 可 以 导致 内 源 植物 基因 的 
沉默 。 开 始 认为 共 阻 过 是 绑 牵 牛 特有 的 怪 现 象 ,但 后 来 发 现在 其 他 许多 植物 中 ,其 
至 在 真菌 中 也 有 类 似 的 现象 。 

那么 是 什么 原因 导致 共 阻 过 现象 发 生 的 呢 ? 对 此 ,有 人 认为 转基因 引发 的 共 阻 
允 现 象 可 能 是 因为 发 生 诱 发 了 基因 特异 的 甲 基 化 ,导致 基因 不 能 转录 ,这 种 阻 过 称 
为 转录 水 平 基因 沉默 (transcriptional gene sllencing，TGS) ,但 也 有 人 认为 ,基因 沉 
黑 是 在 转录 后 发 生 的 , 称 为 转录 后 基因 沉默 (post transcriptional gene silencing， 
PTGS)。 后 来 的 核 转移 实验 表明 ,内 源 基 因 的 转录 并 没有 停止 ,只 是 转录 物 进入 胞 
效 后 很 快 被 降解 ,没有 积累 ,这 说 明 Jorgensen 发 现 的 共 阻 过 属于 PTGS。 后 来 进 一 
步 证 实 , 在 植物 中 ,将 出 现 转基因 导致 基因 沉默 的 植物 嫁接 到 另 一 没有 基因 沉默 的 
植物 中 ,同样 可 以 诱发 PTGS。 


侠 12- 58 Jorgensen 的 天 牵 牛 转基因 实验 结果 


到 了 1995 年 , 康 万 尔 大 学 Su Guo 和 开 emphues, 在 将 par-]1 基因 的 反 义 人 RNA 
链 注射 到 线虫 的 生殖 腺 后 ,也 发 现 了 一 个 非常 奇怪 的 现象 :她 们 本 来 想 利 用 反 义 
RNA 技术 ,特异 性 阻 断 par-] 基因 的 表达 ,同时 亦 在 其 对 照 组 实验 中 ,给 线虫 注射 
正义 RNA(Ksense RNA) 以 期 观察 到 par-1 基因 表达 的 增强 。 但 得 到 的 结果 竟 是 ， 
二 者 以 同样 的 高 频率 诱导 jpar -1 的 缺失 表现 型 (null phenotypes) 的 出 现 。 这 与 传 
统 上 对 反 义 RNA 技术 的 解释 竟 是 正好 相反 。 研 究 小 组 一 直 没 能 对 这 个 意外 结果 耶 
以 合理 的 解释 。 
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Guo 和 Kemphues 实验 留 下 来 的 谜团 直到 1998 年 由 Andrew Fire 等 人 解 开 : 通 
过 大 量 艰 车 的 工作 ,他 们 证 实 ,Su Guo 和 Kemphues 遇 到 的 正义 RNA 抑制 基因 表 
达 的 现象 ,以 及 过 去 的 反 义 RNA 技术 对 基因 表达 的 阻 断 , 都 是 由 于 体外 转录 所 得 
RNA 中 污染 了 微量 双 链 RNA 而 引起 。 如 果 仅 仅 注 射 经 高 度 纯 化 后 的 目标 基因 的 
单 链 RNA, 抑 制 效应 就 变 得 十 分 微弱 ;此 外 ,使 用 与 目标 基因 无 关 的 双 链 RNA 无 任 
何 影响 。EFire 随后 的 研究 表明 , 双 链 RNA 对 目标 基因 表达 所 产生 的 效应 是 因为 它 
们 影响 到 了 mRNA 的 稳定 性 ,而 且 , 双 链 RNA 似乎 能 够 越过 细胞 间 的 障碍 ,在 注射 
点 以 外 的 地 方 起 作用 ,更 让 人 吃惊 的 是 ,每 个 细胞 只 要 有 几 个 分 子 的 双 链 RNA 就 可 
以 起 作用 ,这 一 点 意味 着 在 其 中 有 催化 或 放大 机 制 。 进 一 步 研 究 还 表明 ,只 有 对 应 
于 目标 基因 外 显 子 序列 的 双 链 RNA 才 有 上 述 效 应 ,与 内 含 子 序列 对 应 的 双 链 RNA 
无 效 。 后 来 的 实验 表明 在 线虫 中 注入 双 链 RNA 不 但 可 以 阻 断 整个 线虫 的 同 源 基 因 
表达 ,还 会 导致 其 子 一 伐 的 同 源 基因 沉默 ,该 小 组 将 这 一 现象 称 为 RNA 干扰 (RNA 
interference，RNAi) 。 

到 目前 为 止 ,RNAi 现象 被 广泛 地 发 现在 真菌 、 拟 南 芥 、 水 昨 、 涡 中、 锥 忠 、 果 晶 、 
斑马 鱼 等 许多 真 核 生 物 中 。 这 说 明 RNAi 很 可 能 出 现在 生命 进化 的 早期 阶段 。 随 
着 研究 的 不 断 深 入 ,RNAi 的 机 制 正 逐步 地 被 阐明 ,同时 亦 成 为 功能 基因 组 研究 领域 
中 的 有 力 工具 ,用 于 鉴定 功能 缺失 表 型 。RNAi 也 越 来 越 为 人 们 所 重视 。 

在 哺乳 动物 细胞 中 ,发 现 RNAi 通过 诱导 依赖 于 dsRNA 的 蛋白 质 激酶 
(dsRNA-dependent Drotein kinase，PKR) RNA 酶 L 和 2 ,5'- 寡 聚 腺 音 酸 合成 酶 
(Coligoadenylate synthetase) 起 作用 ,这 几 种 酶 也 能 够 受到 干扰 素 的 诱导 。 最 后 的 反 
应 包括 蛋白 质 合成 的 抑制 和 细胞 凋 亡 。 此 外 ,也 发 现 小 于 30 bp 的 dsRNA 能 够 阻 断 
基因 的 表达 ,而 不 诱导 其 他 效应 。 还 有 人 发 现 ,一 种 叫 EB 病毒 (Epstein-Barr virus) 
的 DNA 病毒 在 感染 人 体 细 胞 以 后 ,表达 几 种 特定 的 miRNA, 其 作用 的 目标 包括 细 
胞 分 裂 和 细胞 凋 亡 的 调节 物 、B 细胞 特异 性 的 趋 化 因子 、 细 胞 因子 、 转 录 因 子 和 细胞 
信号 传导 通路 中 的 特定 成 分 。 

由 此 看 来 ,RNA 干扰 是 真 核 生 物体 内 的 一 种 相当 普遍 的 现象 。 难 怪 ,Science 将 
2002 年 的 年 度 分 子 授 予 小 RNA 和 NAi。 


起 考题 : 


1. 为 什么 弱化 不 能 用 来 调节 真 核 生 物 基因 的 表达 ? 

2. 在 真 核 生 物 ,转录 经 常 受到 以 二 聚 体 的 形式 协同 结合 到 顺 式 作用 元 件 上 的 转录 
因子 调控 。 这 样 的 策略 有 什么 优势 ? 为 什么 真 核 生物 不 编码 较 大 的 、 能 够 直接 识别 结合 
位 点 的 转录 因子 而 省 掉 二 聚 化 的 过 程 ? 

3. RNA 聚合 酶 工 和 能 使 用 少 到 两 个 普通 转录 因子 启动 相关 基因 的 转录 ,而 聚合 
酶 卫 至 少 使 用 6 个 普通 转录 因子 。 而 且 , 聚 合 酶 开 的 普通 转录 因子 与 启动 子 结合 比 聚 合 
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酶 和 开 与 相应 的 普通 转录 因子 的 结合 要 弱 得 多 。 试 解释 上 述 特征 的 重要 性 。 

4. 一 种 酵母 突变 株 带 有 细胞 质 polyA 结合 蛋白 的 温度 敏感 性 突变 。 当 将 突变 细胞 
放 到 非 允 许 温度 (37 C ) 培 养 的 时 候 ,polyA 结合 蛋白 迅速 发 生 水 解 。 你 预测 这 样 的 突变 
对 基因 的 表达 有 何 影响 ? 

5，Trapoxin 是 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 的 抑制 剂 ,你 认为 它 对 第 二 类 基因 的 转录 总 的 有 
什么 影响 ? 为 什么 ? 

6. 人 的 肉 激 素 受 体 DNA 结合 结构 域 和 非洲 爪 蟾 肉 激 素 受 体 的 DNA 结合 结构 域 的 
氨基 酸 差别 很 小 (88 个 氨基 酸 中 只 差 1 个 )。 有 人 制 成 了 siRNA, 其 序列 与 两 种 生物 肉 
激素 受 体 DNA 结合 结构 域 相同 氨基 酸 序 列 的 区 域 相对 应 。 然 而 ,在 将 制备 好 的 siRNA 
转 染 给 培养 的 人 细胞 , 发现 人 肉 激 素 受 体 mRNA 和 蛋白质 被 融 除 了。 如 果 用 同样 的 
siRNA 转 染 给 非洲 爪 蟾 细胞 , 则 发 现 非洲 爪 蟾 细胞 内 的 肉 激 素 受 体 mRNA 和 蛋白质 水 
平 没 有 变化 。 对 照 实验 表明 ,在 转 当 以 后 ,人 细胞 和 非洲 爪 蟾 细胞 内 的 siRNA 的 量 差 不 
多 。 为 什么 敲 除非 洲 爪 蟾 肉 激 素 受 体 的 努力 以 失败 告终 ? 

7. HAT 和 HDAC 复合 物 的 主要 差别 是 什么 ?它们 各 自在 转录 中 的 作用 是 什么 ? 
一 家 制药 公司 一 直 在 尝试 合成 HEAC 或 HDAC 的 抑制 剂 ,以 便 将 来 用 于 癌症 治疗 。 你 认 
为 这 样 的 尝试 值得 吗 ? 如 果 一 种 癌症 是 因为 抑 癌 基 因 表 达 不 足 造 成 的 ,你 认为 应 该 使 用 
HAC 还 是 HDAC 的 抑制 剂 来 治疗 ? 

8. 区 分 GAL4 NtcC 和 MerR 这 三 种 激活 蛋白 的 激活 机 制 有 何不 同 ? 

9. 真 核 细胞 的 转录 激活 蛋白 通常 具有 几 个 相对 独立 的 结构 域 组 成 一 1 个 DNA 结 
合 结构 域 、. 一 个 寡 聚 化 结构 域 和 一 个 激活 结构 域 。 突 变 这 些 结构 域 的 任何 一 个 都 可 能 导 
致 激活 功能 的 丧失 。 许 多 丧失 功能 的 突变 是 隐 性 的 ,但 也 有 一 些 是 显 性 的 。 

(1) 给 出 两 种 机 制 让 一 种 激活 蛋白 的 突变 具有 显 性 效应 , 即 解释 突变 蛋白 是 如 何 抑 
制 野生 型 蛋白 的 功能 的 。 

(2) 有 时 ,一 种 激活 蛋白 的 过 量 表达 能 导致 激化 功能 的 丧失 ,而 且 还 能 抑制 其 他 的 
激活 蛋白 的 作用 ,为 什么 ? 

10. 有 人 设计 一 个 实验 ,将 两 个 质粒 相互 连接 在 一 起 如 下 图 。 其 中 一 个 质粒 含有 一 
个 报告 基因 和 一 个 驱动 其 表达 的 核心 启动 子 , 另 一 个 质粒 含有 酵母 Gal4 转录 激活 蛋白 
结合 位 点 。 你 认为 Gal4 蛋白 能 激活 报告 基因 的 表达 吗 ? 

_ 一 Gal4 激 活 蛋 白 


1. https://en. wikipedia. org/wiki/Regulation_of _gene_expression( 维 基 百 科 有 关 基 
因 表 达 调 控 的 内 容 ) 

2，http://bio1510，biology。 gatech，edu/module-4-genes-and-genomes/4 - 7-gene- 
regulation( 美 国 乔治 亚 理工 学 院 提 供 的 生物 学 原理 有 关 基 因 表 达 调 控 的 内 容 ) 

3，http://www。 nature， comy/ scitable/topicpage/Regulationrof-Transcription-and- 
Gene-Expressionrin- 1086( 英 国 自 然 杂 志 提 供 的 有 关 基 因 表 达 调 控 的 在 线 课程 ) 

4. https://www. ncbi. nlm. nih. govw/books/NBK22479/( 美 国 国 立 生物 技术 信息 中 
心 主页 提供 的 Lubert Stryer 主编 的 生物 化 学 第 五 版 教科 书 有 关 基 因 表 达 调 控 的 
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内 容 ) 


，http://www. bio. miami. edu/dana/250/250SS11 12. html( 美 国 迈阿密 大 学 提供 


的 有 关 基 因 表 达 调 控 的 在 线 课 程 内 容 ) 


.http://en. wikipedia. org/ wiki/RNA_interference( 维 基 百 科 有 关 RNA 于 扰 的 内 


容 ) 


。http://www. IncRNAdb. org( 提 供 最 新 有 关 lncRNA 的 信息 ) 
.http://epigenie. com( 内 有 各 种 有 关 表 观 遗 传 的 最 新 研究 报道 ) 
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第 十 三 章 “分子 生 物 守 方法 


在 20 世纪 70 年 代 以 前 ,以 核酸 为 对 象 的 研究 者 面 对 一 堆 并 不 均一 的 DNA 样品 往 
往 束 手 无 策 ,这 是 因为 在 当时 无 法 从 中 大 量 制备 一 种 单一 序列 的 DNA 片段 。 由 于 大 多 
数 基 因 在 基因 组 DNA 分 子 中 为 单 拷贝 ,因此 , 想 从 一 种 生物 的 基因 组 中 直接 分 离 得 到 一 
个 基因 几乎 是 不 可 能 的 事情 。 然 而 ,诞生 于 20 世纪 70 年 代 的 重组 DNA 技术 不 但 使 分 离 
一 个 目的 基因 不 再 困难 ,而 且 借助 这 项 技术 还 可 以 在 不 同 的 系统 中 对 其 进行 表达 和 改造 。 

如 今 , 重 组 DNA 技术 和 后 来 由 它 派生 出 来 的 其 他 技术 已 成 为 生命 科学 研究 不 可 缺 
少 的 利器 ,可 以 说 没有 分 子 生 物 学 技术 的 不 断 创新 和 发 展 ,就 不 会 有 现在 分 子 生 物 学 研 
究 欣 欣 向 的 局 面 。 因 此 * 每 一 个 从 事 生 命 科 学 研究 的 人 都 应 该 对 它们 有 所 了 解 , 故 本 
章 就 集中 介绍 一 些 重要 的 分 子 生 物 学 方法 的 原理 和 应 用 。 


第 一 节 重组 DNA 技术 简介 


重组 DNA 顾名思义 就 是 通过 某 种 手段 将 不 同 来 源 的 DNA 片段 连接 起 来 ,并 进行 
扩 增 和 纯化 以 供 进一步 研究 的 技术 。 


玉 


连接 目的 基因 
与 载体 DNA 


媒 合 体 DNA 


载体 DNA 


将 DNA 导 入 到 宿主 细胞 
分 离 含 有 重组 DNA 的 细胞 


_ 一 宿主 细胞 
已 营 


克隆 基因 表 广 克隆 基因 表达 


侠 13-1 重组 DNA 技术 的 基本 步骤 


当 克 隆 即 无 性 繁殖 这 一 名 词 被 借用 到 同一 种 重组 DNA 分 子 的 大 量 扩 增 和 纯化 的 时 
候 ,基因 克隆 或 分 子 克 隆 等 术语 便 应 运 而 生 , 因 此 重组 DNA 又 称 为 基因 克隆 (gene 
cloning) 或 分 子 克 隆 (molecular cloning) 。 
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KITT 你 认为 什么 时 刻 会 
用 到 天时 控制 本 质粒 地 休 ? 
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有 效 的 基因 克隆 至 少 需要 满足 五 个 条 件 :(1) 具有 容纳 外 源 基因 或 序列 的 载体 
Gvector);(2) 具有 将 外 源 基因 或 序列 导 和 人 到 载体 的 工具 ;(3) 具有 合适 的 宿主 细胞 或 受 
体 细胞 ;(4) 具有 将 重组 DNA 引入 到 宿主 细胞 的 有 效 途 径 ;(5) 具有 选择 和 筛选 重组 体 
的 方法 。 


一 基因 克隆 的 载体 


载体 的 作用 是 容纳 被 克隆 的 目的 基因 ,以 便 将 它们 带 人 到 特定 的 宿主 细胞 进行 扩 增 
或 表达 。 一 种 理想 的 载体 一 般 需 要 满足 以 下 几 个 条 件 : 

(1) 大 多 数 载体 含有 细菌 DNA 复制 起 始 区 ,以 便于 在 细菌 细胞 中 的 扩 增 。 

《2) 某 些 载体 还 含有 真 核 细 胞 DNA 复制 起 始 区 ,以 方便 在 真 核 细胞 内 的 自主 复制 。 

(3) 含有 集中 了 多 种 常用 的 限制 性 内 切 酶 切 点 的 多 克隆 位 点 (multiple cloning site， 
MCS) ,以 方便 各 种 克隆 片段 的 插入 和 建立 DNA 文库 。 

〈4) 带 有 抗生素 抗 性 基因 或 其 他 选择 性 标记 ,有 利于 克隆 的 筛选 和 鉴别 。 

(5) 某 些 载体 含有 可 诱导 的 或 组 织 特异 性 的 启动 子 或 增强 子 序 列 , 有 利于 控制 被 插 
入 的 基因 在 宿主 细胞 内 的 表达 。 

《6) 现代 的 载体 一 般 含有 多 功能 的 结构 元 件 , 同 时 兼顾 到 克隆 ,测序 .体外 突变 、 加 
录 和 自主 复制 等 。 

目前 使 用 的 载体 多 衍生 于 质粒 .噬菌体 和 病毒 。 市 场 上 有 各 式 各 样 的 商业 化 载体 提 
供 ,而 选择 哪 一 种 载体 取决 于 实验 系统 的 设计 和 如 何 筛选 以 及 如 何 利 用 克隆 的 基因 。 

(一 ) 质粒 载体 

质粒 (plasmid) 主 要 是 指 细菌 或 古 菌 染 色 体 以 外 的 、 能 自主 复制 并 与 细菌 共生 的 遗传 
成 分 。 少 数 真 核 生物 甚至 线粒体 也 有 质粒 。 来 自 细菌 质粒 的 主要 特点 如 下 : 

(1) 是 染色 体 以 外 的 共 价 闭环 双 链 DNA(cccDNA) ,可 形成 天 然 的 超 螺旋 结构 。 不 
同 质粒 的 大 小 在 2 kb 一 300 kb 之 间 , 一 15 kb 的 小 质粒 最 适合 用 做 载体 ,这 是 因为 它们 比 
较 容 易 分 离 纯化 ,而 且 能 够 容纳 较 大 的 外 源 DNA。 

(2) 含有 DNA 复制 起 始 区 ,因而 能 自主 复制 。 一 般 质 粒 可 随 宿主 细胞 分 裂 而 传 给 
后 代 。 按 复制 的 调控 机 制 及 其 拷贝 数 可 将 人 一 类 为 严 紧 控制 (stringent 
control) 型 ,其 复制 受到 严格 的 控制 ,拷贝 数 较 少 , 只 有 一 到 几 十 个 ; 另 一 类 是 松弛 控制 
《relaxed control) 型 ,其 复制 不 受 宿主 细胞 控制 ,每 个 细胞 有 几 十 到 几 百 个 拷贝 。 显 然 , 松 
弛 型 质粒 更 适合 作为 克隆 载体 。 

(3) 质粒 对 宿主 细胞 的 生存 并 不 是 必需 的 ,但 通常 带 有 某 种 有 利于 宿主 细胞 在 特定 
条 件 下 生存 的 基因 .例如 ,许多 天 然 的 质粒 带 有 抗 药性 基因 ,能 编码 某 种 酶 分 解 或 破坏 
四 环 素 、 氧 霉 素 或 青霉素 等 ,这 些 质粒 称 为 抗 药 性 质粒 (drug-resistance plasmids,R 质 
粒 ), 带 有 有 质粒 的 细菌 能 够 在 相应 的 抗生素 存在 下 生存 繁殖 。 许 多 细菌 的 耐 药 性 , 常 与 
R 质粒 在 细菌 之 间 的 传播 有 关 。 

基因 克隆 中 使 用 的 质粒 载体 基本 上 都 是 经 改造 过 的 松弛 型 质粒 ,其 内 部 一 些 无 用 的 
序列 已 被 去 除 , 同 时 引进 了 一 些 有 用 的 序列 。 人 们 从 不 同 的 实验 目的 出 发 ,设计 了 各 种 
不 同类 型 的 质粒 载体 。 最 常用 的 大 肠 杆 菌 克 隆 质 粒 为 PUC18/19( 图 13- 2) ,它们 都 是 由 
天 然 的 pPBR322 质粒 改造 而 来 ,此 质粒 的 复制 起 始 区 序列 经 过 改造 ,能 高 频 启 动 自 身 的 
复制 ,使 其 在 一 个 细菌 细胞 内 的 拷贝 数 高 达 500 个 以 上 。pUC18 和 PUC19 的 差别 仅仅 
是 MCS 的 方向 正好 相反 ;此 外 ,此 质粒 还 携带 一 个 抗 氮 共 青霉素 基因 (ax 三 ), 由 它 编码 
一 种 内 酰胺 酶 (B-lactamase) ,能 打开 青霉素 分 子 内 的 B- 内 酰胺 环 , 使 氨 他 青霉素 失效 。 
因此 , 当 细 菌 用 PUC18/19 转化 后 , 放 在 含 氨 茶 青 霉 素 的 培养 基 中 , 凡 不 含 PUC18/19 者 
都 不 能 生长 ,而 长 出 的 细菌 都 带 有 PUC18/19。PpPUC18719 还 携带 细菌 乳糖 操纵 子 的 Lac7 
和 ?cc2 ,但 与 野生 的 jac2Z 基因 不 同 的 是 ,jac2 仅仅 编码 B- 半 乳糖 苷 酶 N 端的 146 个 氮 
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SSspl 2S01 


Pdml 2 
Bcsl 2215 
Scal 2177 


Sap1683 


人 A 由 1.BspLU111 806 


Eam11051 1694 复制 起 始 区 


Cail 1217 
侠 13-2 pUC18/19 质粒 的 基本 结构 


基 酸 残 基 。 当 培养 基 中 含有 诱导 物 IPTG 和 显 色 底 物 X- gal 时 ,Lec2 被 诱导 表达 产生 
的 B- 半 乳糖 苷 酶 N 端 肽 段 能 与 宿主 菌 表达 的 C 端 肽 互补 ,并 组 装 成 有 活性 的 B- 半 乳糖 
苷 酶 ,此 现象 称 为 -互补 (a- complementation)。X- gal 受到 半 乳 糖苷 酶 水 解 后 产生 有 
颜色 的 产物 ,从 而 使 菌落 呈现 蓝 色 。 通 常 在 不 改变 ORF 的 前 提 下 ,在 lec2 中 间 插 入 
MCS, 以 便 外 来 序列 的 插入 。 当 外 来 序列 插入 后 ,可 打破 /ac2 原来 的 ORF ,致使 半 乳 糖 
苷 酶 活性 丧失 ,这 种 现象 称 为 插 和 人 失 活 (insertional inactivation)。 含 有 重组 体质 粒 的 菌 
落 因 无 法 水 解 X- gal 就 呈 白 色 , 这 种 颜色 的 变化 经 常用 来 区 分 和 挑选 含有 重组 质粒 的 
转化 菌落 ,此 法 称 为 蓝 白 筛选 法 (blue/white screening) (图 13 -3)。 


四 合 ” 人 


售 13 -3 阳性 克隆 细菌 的 蓝 白 筛选 法 图 解 


(二 ) 噬菌体 载体 

史 菌 体 是 专门 感染 细菌 的 病毒 , 由 感染 大 肠 杆菌 的 入 叭 菌 体 改造 成 的 载体 应 用 得 最 
广 , 它 们 常用 来 克隆 较 大 的 DNA 片段 ,特别 适合 用 来 构建 真 核 生 物 的 cDNA 文库 
(cDNA library) 或 基因 组 文库 (genomic library) 。 

利用 入 叹 菌 体 载体 , 首先 需要 用 外 源 DNA 替代 鸣 菌 体 DNA 中 段 的 非 必需 序列 ,或 
者 将 其 插 人 到 只 菌 体 DNA 的 中 段 ,然后 让 重组 的 DNA 随 噬菌体 的 左右 臂 一 起 在 体外 
包装 成 叭 菌 体 ,再 让 只 菌 体 去 感染 大 肠 杆菌 ,以 使 外 源 DNA 在 宿主 细胞 内 能 随 噬菌体 的 
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繁殖 而 扩 增 ( 图 13 - 4)。 现 在 广泛 使 用 的 入 唉 菌 体 载体 已 作 了 以 下 几 个 方面 的 改造 : 
(1) 去 除了 入 - DNA 上 一 些 限制 性 酶 的 切 点 。 这 是 因为 和 - DNA 较 大 ,序列 中 的 限制 性 
酶 切 点 过 多 会 妨碍 其 应 用 。(2) 在 中 部 非 必需 区 域 , 替 换 或 插入 MCS 和 某 些 标记 基因 ，， 
如 上 述 可 供 蓝 白斑 筛选 的 LecI- /acZ 等 基因 ,由 此 可 构建 出 两 类 入 叹 菌 体 载 体 。 一 类 是 
插 和 人 型 载体 (insertion vector) ,可 将 外 源 序 列 (0. 2 kb 一 10 kb 长 ) 插 到 中 段 , 例 如 和 gt 系列 
载体 ; 另 一 类 是 替换 型 载体 (substitution vector) , 即 用 外 源 DNA(10 kb 一 20 kb) 替 代 中 
段 , 如 IMBL 系列 载体 。 插 和 或 置换 中 段 的 外 源 DNA 长 度 是 有 一 定 限 制 的 , 太 长 或 太 短 
都 会 影响 到 包装 后 的 重组 噬菌体 的 生存 活力 。 


非 必需 区 域 与 噬菌体 外 
这 蛋白 和 尾 

部 蛋白 包装 

( 右 臂 )R L( 左 臂 ) 昌 fw 
粘性 未 端 一 限制 性 内 | | R 


切 酶 消化 


R L 
与 外 源 DNA 连 接 


R 询 呈 


AAAWwWUWV 


杂 合 DNA 


5 感 巢 性 的 
5 咯 菌 体 颗 粒 


食 13-4 入 叭 菌 体 载体 的 构建 重组 和 包装 


使 用 噬菌体 载体 的 好 处 一 是 能 够 容纳 较 长 的 外 源 DNA, 二 是 其 感染 宿主 菌 的 效率 
要 比 质粒 转化 细菌 高 得 多 。 但 其 缺点 在 于 克隆 操作 要 比 质粒 载体 繁琐 。 

(三 ) 黏 粒 

黏 粒 (cosmid) 是 一 种 兼 有 部 分 入- DNA 和 部 分 质粒 DNA 序列 特征 的 杂 合 载体 ,其 
中 来 自 入 - DNA 的 成 分 是 只 菌 体 体 外 包装 所 必需 的 cos 序列 ,来 自 质粒 的 成 分 包括 复制 
起 始 区 .特定 的 抗生素 抗 性 基因 和 MCS。 

在 使 用 黏 粒 的 时 候 , 重 组 体 DNA 在 体外 与 野生 型 和 哆 菌 体 的 外 壳 蛋 白 和 尾部 蛋白 
包装 成 感染 性 的 颗粒 ,这 样 就 能 高 效 进 入 宿主 细胞 。 而 它们 一 旦 进入 宿主 细胞 ,就 像 质 
粒 一 样 进行 复制 ,但 由 于 缺乏 编码 外 壳 蛋 白 的 基因 ,所 以 并 不 能 在 宿主 细胞 内 进行 包装 
形成 新 的 吹 菌 体 颗粒 。 

黏 粒 可 插入 长 30 kb 一 45 kb 的 外 源 DNA, 对 DNA 的 大 小 有 选择 作用 ,主要 用 于 
DNA 文库 的 构建 。 

(四 ) PAC 和 BAC 

PAC 即 是 Pl1 喉 菌 体 人 工 染 色 体 (P1 phage artificial chromosome) ,能 容纳 100 kb 一 
300 kb 的 外 源 DNA。 与 入 只 菌 体 相 似 ,P1 叹 菌 体 在 大 肠 杆 菌 内 以 原 喉 菌 体 的 形式 存在 ， 
但 与 入 只 菌 体 不 同 的 是 , 它 并 不 整合 到 大 肠 杆菌 染色 体 上 。 

BAC 是 指 细 菌 人 工 染 色 体 (bacterial artificial chromosome) , 它 是 一 种 非常 稳定 的 质 
粒 载体 ,能 容纳 100 kb 一 250 kb 的 外 源 DNA, 最 长 的 可 达 1Mb。BAC 含有 严 紧 型 质粒 
GF 因子 ) 的 复制 起 始 区 (orzF) ,因此 其 拷贝 数 受到 严格 的 控制 (1 一 2 个 拷贝 /细胞 )。 此 
外 , 它 还 含有 MCS 和 选择 性 标记 基因 cax 或 sacB 下 ,以 及 能 驱动 基因 转录 的 启动 子 。 


caz& 为 氧 霉 素 抗 性 基因 。xacB 厂 编 码 的 是 果 聚 糖 蔗糖 酶 (levansucrase) ,该 酶 能 将 蔗糖 
转化 成 果 聚 糖 (levan) 。 由 于 果 聚 糖 对 细菌 是 有 毒 的 ,因此 ,如 果 sacB 下 有 活性 ,细菌 就 
无 法 生存 。 当 外 源 DNA 插 人 到 secB 下 的 上 游 以 后 ,sacB 下 就 无 法 正常 转录 。 利 用 此 性 
质 ,可 用 来 正 选择 重组 体 。 而 启动 子 的 存在 方便 了 外 源 基 因 的 转录 。 转 录 出 来 的 RNA 
可 作为 探 针 用 于 杂交 实验 ,也 可 用 作 体 外 翻译 的 模板 (图 13 -5)。 


pBACe3.6 
(11.5 kb) 
orip “ 罗 


| zeogI 栈 切 ， 去 除 中 间 片 段 


| 与 外 源 DNA 连 接 
启动 子 sacBI 
$ 
芝 和 
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(五 ) YAC 和 HAC 

YAC 是 指 酵 母 人 工 染 色 体 (yeast artificial chromosome) , 它 是 由 酵母 .原生 动物 和 细 
菌 质粒 DNA 组 建成 的 杂 合 载体 ,能 够 容纳 之 1 Mb 的 外 源 DNA。 其 中 的 自主 复制 序列 、 
选择 性 标记 基因 和 着 丝 点 都 来 自 酵母 , 端 粒 序列 一 般 来 自 原生 动物 四 膜 虫 ,MCS 来 自 细 
菌 质粒 。 在 酵母 细胞 内 ,YAC 像 酵母 染色 体 一 样 行使 功能 ,而 在 大 肠 杆 菌 内 ,又 能 像 质 
粒 一 样 复 制 , 这 是 因为 YAC 还 带 有 来 自 细菌 pPMB1 质粒 的 复制 起 始 区 。 

YAC 上 的 标记 基因 有 :青霉素 抗 性 基因 (ba) 一 一 用 于 转化 大 肠 杆 菌 时 的 选择 ， 
TRP1 一 一 一 个 野生 型 的 参与 色 氮 酸 合成 的 关键 酶 的 基因 ,为 色 氨 酸 营养 缺陷 型 酵母 细 
胞 提供 选择 性 标记 ;SUP4 一 一 赭石 型 校正 tRNA(Cochre suppressor tRNA) 基 因 ,赋予 酵 
母 细胞 的 无 义 突变 株 具有 野生 表 型 。 但 是 ,如 果 外 源 DNA 插入 到 SUP4 内 部 导致 其 失 
活 , 那 宿主 酵母 就 能 够 维持 突变 表 型 ,此 性 质 用 来 筛选 重组 体 。 


CEN4 SUP4 
on “人 国 囊 | 一 加 硬 
用 URA4 
TRP1 你 
Smal+BamHI 0 
双 酶 切 
As 谭 连接 
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YAC 克隆 的 基本 策略 是 (图 13 - 6) :首先 使 用 限制 性 内 切 酶 BaxzHI( 图 中 的 也 为 
它 的 切 点 ) 消 化 载体 ,以 便 游 离 出 端 粒 ,产生 线形 染色 体 结 构 ; 然 后 ,使 用 限制 性 内 切 酶 
Szmza 工 (图 中 的 S) 分 别 消化 外 源 DNA 和 载体 ;最 后 ,使 用 连接 酶 将 目标 DNA 插入 到 
SUP4 内 部 ,再 转化 宿主 细胞 ,并 进行 筛选 。 

HAC 是 指 人 人 工 染 色 体 (Human artificial chromosomes) ,其 大 小 约 为 正常 染色 体 的 
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1/10, 衍 生 于 BAC.YAC 或 PAC, 含 有 自主 复制 序列 、. 端 粒 和 -卫星 DNA( 构 成 着 丝 点 
的 重复 DNA) ,能 够 容纳 约 100 kb 的 外 源 DNA, 组 蛋白 由 宿主 细胞 提供 ,在 宿主 细胞 内 
不 发 生 整 合 , 能 够 在 有 丝 分 裂 期 间 稳 定 地 传 给 子 细胞 。 

已 有 人 成 功 地 将 鸟 背 三 磷酸 环 化 水 解 酶 1(guanosine triphosphate cyclohydrolase 1， 
GCH-1) 的 基因 导入 到 HAC 中 ,被 导入 的 GCH -1 工 基因 可 在 人 成 纤维 细胞 系 中 表达 ， 
且 像 真正 的 染色 体 一 样 受到 Y- 王 扰 素 的 诱导 。 

(六 ) 真 核 细 胞 病毒 载体 

单纯 的 质粒 和 鸣 菌 体 载体 只 能 在 细菌 中 繁殖 ,不 能 满足 真 核 细 胞 DNA 的 重组 需要 。 
感染 动物 或 植物 的 病毒 可 被 改造 用 作 真 核 细 胞 的 载体 。 但 由 于 动物 细胞 的 培养 和 操作 
较 复 杂 花费 也 较 大 ,因而 病毒 载体 构建 时 一 般 都 在 其 中 引入 质粒 的 复制 起 始 区 ,形成 穿 
梭 载 体 (shuttle vector) ,以 便 能 够 在 细菌 体内 大 量 扩 增 ,然后 再 引入 到 真 核 细胞 。 目 前 常 
用 的 病毒 载体 有 昆虫 杆 状 病毒 (Baculovirus) 、. 猴 肾病 毒 SV40 和 逆转 录 病 毒 等 ,使 用 这 些 
病毒 载体 的 目的 多 为 将 目的 基因 或 序列 引入 动物 细胞 中 表达 ,或 测试 其 功能 ,或 作为 基 
因 治 疗 的 载体 。 


二 \ 将 外 源 基 因 或 序列 导入 载体 的 工具 


将 外 源 基因 或 序列 导入 到 载体 需要 特殊 的 工具 酶 ,其 中 以 限制 性 内 切 酶 (restriction 
endonuclease,RE) 和 DNA 连接 酶 最 为 重要 ,此 外 ,有 时 还 需要 DNA 聚合 酶 .逆转 录 酶 、 
核糖 核酸 酶 也 . 多 聚 核 苷 酸 激酶 和 S] 核酸 酶 等 ,这 里 主要 介绍 RE。 

(一 ) RE 

重组 DNA 首先 需要 对 特定 的 DNA 进行 精确 的 定向 切割 ,而 RE 的 发 现 才 使 得 这 种 
精确 定向 切割 成 为 可 能 。 

RE 是 在 研究 细菌 对 喉 菌 体 DNA 的 限制 和 对 自身 DNA 进行 修饰 的 现象 中 发 现 的 。 
很 早 就 知道 ,许多 细菌 能 识别 人 侵 的 噬菌体 DNA 并 将 其 水 解 ,此 现象 被 称 为 限制 。1962 
年 ,Werner Arber、Daniel Nathans 和 Hamilton O， Smith 证 明 ,限制 现象 产生 的 原因 是 细 
菌 中 含有 特异 的 内 切 核 酸 酶 ,能 识别 吻 菌 体 DNA 上 特定 的 碱 基 序 列 而 将 其 切断 。 同 时 ， 
他 们 还 证 明 ,细菌 自己 的 DNA 能 够 抵抗 上 述 内 切 核 酸 酶 的 水 解 , 则 是 因为 细菌 同时 表达 
特定 的 核酸 修饰 酶 即 甲 基 化 酶 ,将 自身 DNA 事先 进行 了 甲 基 化 修饰 而 获得 了 保护 。 由 
于 外 源 DNA 缺乏 这 种 特异 性 的 甲 基 化 修饰 ,一 旦 进入 胞 内 ,就 会 被 细菌 的 内 切 酶 水 解 。 
这 种 由 特定 的 内 切 核酸 酶 和 修饰 酶 构成 的 限制 /修饰 (restrictionrmodification，RMD) 系 统 
也 存在 于 古 菌 体内 ,其 功能 是 保护 细菌 和 古 菌 自身 的 基因 组 DNA, 水 解 外 源 DNA, 从 而 
保护 和 维持 自身 遗传 物质 的 稳定 。 这 对 细菌 和 古 菌 的 生存 和 繁衍 具有 重要 意义 。 

进一步 研究 表明 ,RE 实际 上 是 一 类 特殊 的 具有 高 度 序列 特异 性 的 DNA 内 切 酶 , 它 
们 能 识别 双 链 DNA 分 子 内 部 特殊 的 碱 基 序 列 ( 通 常 为 4 bp 一 6 bp 的 回 文 序 列 ), 切 开 
DNA 的 两 条 链 ,产生 特定 的 末端 。 

到 目前 为 止 ,已 有 3 000 多 种 RE 从 细菌 和 古 菌 中 分 离 , 各 种 酶 的 命名 是 按照 酶 的 来 
源 菌 的 属 名 和 种 名 而 定 , 由 属 名 的 第 一 个 字母 和 种 名 的 头 两 个 字母 组 成 的 三 个 斜体 字母 
缩写 而 成 。 如 有 菌株 名 ,再 加 上 一 个 字母 ,其 后 再 按 发 现 的 次 序 添 上 罗马 数字 。 例 如 ,第 
一 种 限制 性 内 切 酶 是 在 大 肠 杆菌 RY13 菌株 内 被 发 现 的 ,按照 上 述 规则 , 它 被 命名 
为 EcoRI。 

根据 亚 基 组 成 .与 甲 基 化 酶 活性 的 关系 和 切割 性 质 上 的 差别 ,RE 可 分 为 四 类 : 
(1) 工 类 限制 性 内 切 酶 。 由 3 种 不 同 的 亚 基 组 成 , 兼 有 甲 基 化 酶 和 ATP 依赖 性 的 内 切 
酶 活性 , 它 能 识别 和 结合 于 特定 的 DNA 序列 位 点 ,但 随机 切断 在 识别 位 点 以 外 的 DNA 
序列 ,通常 离 识 别 位 点 400 bp 一 700 bp 的 曙 离 。 这 类 酶 的 作用 需要 Mg 、SAM 及 ATP; 
《2) 开 类 限制 性 内 切 酶 。 不 具有 修饰 酶 活性 ,只 由 一 条 肽 链 组 成 ,需要 Mg ,不 需要 
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SAM 和 ATP, 其 切割 DNA 特异 性 最 强 , 且 在 识别 位 点 内 部 切断 DNA,93%% 的 限制 性 内 
切 酶 属于 此 类 ;(3) 由 类 限制 性 内 切 酶 。 与 工 类 酶 相似 ,需要 Mg:+ 和 ATP, 但 切 点 在 识 
别 序列 周围 25 bp 一 30 bp 范围 内 ;(4) 区 类 限制 性 内 切 酶 。 能 切割 甲 基 化 位 点 ,例如 ， RE 如 采 你 想 要 将 其 种 
Msp 工 识别 的 序列 是 CCGG, 但 不 管 里 面 的 C 是 否 甲 基 化 都 能 够 切割 。 再 如 ,Dzpz 工 识 。 生物 的 基因 组 DNA 切 划 成 
别 的 序列 是 GmsA + TC, 里 面 的 A 必须 甲 基 化 。 显 然 , [类 限制 性 内 切 酶 最 适合 于 基因 。 各 天 的 竹 革 作 加 何 生 和 下 
克隆 ,通常 在 重组 DNA 技术 中 提 到 的 限制 性 内 切 酶 都 属于 此 类 ,而 在 遇 到 甲 基 化 序列 的 “2 
时 候 , 就 可 能 用 到 从 类 。 有 
所 有 RE 切割 DNA 后 在 切 点 产生 的 总 是 5 -磷酸 和 3'- OH, 这 对 于 后 面 的 连接 反应 
十 分 重要 ,这 是 因为 DNA 连接 酶 要 求 连 接点 必须 是 5 -磷酸 和 3'- OH。 然 而 ,不 同 的 
RE 在 切割 DNA 的 时 候 , 切 割 的 方式 不 尽 相同 。 根 据 在 识别 位 点 上 的 切割 方式 , 芽 类 限 
制 性 内 切 酶 又 分 为 两 个 亚 类 (图 13 - 7) :第 一 亚 类 交错 切 开 DNA 的 两 条 链 ,产生 突出 的 
互补 未 端 。 有 的 产生 5- 容 鱼 , 如 PweI 。 有 的 产生 3'/- 突 出 ,如 EcoR 工 ,这 样 的 未 端 在 特 
定 的 条 件 下 ,能够 重新 缔 合 在 一 起 ,因此 被 称 为 黏 端 (cohesive end) ;第 二 亚 类 在 DNA 两 
条 链 相 同 的 位 置 切 开 DNA, 产 生 无 突出 的 平 端 (blunt end) ,如 Bae 焉 。 在 基因 克隆 中 ， 
使 用 最 多 的 是 产生 夭 端 的 RE, 因 为 不 同 的 DNA 分 子 经 过 同一 种 RE 处 理 后 ,产生 相同 
的 猎 端 ,经 退火 后 很 容易 “ 粘 "在 一 起 ,从 而 大 大 方便 了 后 面 的 连接 反应 (图 13- 8)。 
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个 13-7 开 类 RE 的 三 种 切割 方式 倡 13-8 黏 端 之 间 的 退火 


有 些 RE 来 源 和 性 质 不 同 ,但 可 识别 同样 的 序列 ,只 是 切割 位 置 不 同 , 它 们 被 称 为 同 
裂 酶 (isoschizomer) 。 也 有 一 些 RE 来 源 不 同 ,识别 序列 也 不 同 , 但 切割 后 产生 相同 的 游 
离 单 链 黏 端 ,这 样 一 组 RE 酶 称 为 同 尾 酶 (isocandamer)。 同 尾 产 物 可 以 通过 黏 端 互 补 配 
对 再 连接 ,但 连接 后 产生 新 的 序列 不 一 定 能 被 原来 的 RE 识别 和 切割 。 

不 同 的 RE 识别 的 DNA 序列 长 度 也 不 尽 相 同 ,识别 序列 有 4 bp.6 bp 或 8 bp, 其 中 
以 识别 6 bp 的 最 常见 ( 表 13 -1) 。 显 然 一 个 由 随机 碱 基 序 列 组 成 的 DNA, 如 果 受 到 识别 
4bp.6bp 或 8bp 的 RE 的 销 化 , 那 大 概 分 别 平 均 每 隔 256 bp(4:)、 4 096 bp(45) 和 65 536 
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bp(4 ) 就 产生 一 个 切 点 。 当 需要 对 一 个 已 知 长 度 的 长 DNA 分 子 进行 切割 的 时 候 , 若 按 
此 计算 ,就 可 以 粗略 估计 出 它 对 不 同 RE 可 能 的 切 点 频率 ,以 便 选择 合适 的 内 切 酶 。 
表 13-1 常见 的 几 种 RE 识别 的 碱 基 序 列 和 切 点 性 质 
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ALuv 工 AGA CT 
BaxzHI GyGATCC 
Bg/ 工 AyGATCT 
EcoRI 人 不 AACEEC 
瑟 ac 焉 GGyCC 
Hizd 焉 AyAGCTT 
HzpaI CCy GG: 
天 z72 工 GGTACYC 
JMpo 工 yGATC 
了 Ps 工 CTGCAYyY G 
Sma 工 ECLGGG 
Not 工 GCyGGCCGC 
DzanI IEGmeAEEC 
Msp 工 CyCGG: 和 或 CymCGG 


经 RE 消化 的 DNA 片段 可 通过 电泳 的 方法 进行 分 离 和 纯化 ,其 中 琼脂 糖 电泳 用 来 
分 离 较 大 的 片段 , 聚 丙 烽 酰 胺 凝 胶 电 泳 用 来 分 离 较 小 的 片段 。 

(二 ) DNA 连接 酶 

连接 酶 在 基因 克隆 中 的 作用 是 将 外 源 DNA 连接 到 载体 上 。 关 于 DNA 连接 酶 的 结 
构 与 功能 已 在 第 四 章 DNA 的 生物 合成 中 有 详细 介绍 。 基 因 克 隆 一 般 使 用 T4 噬 菌 体 编 
码 的 DNA 连接 酶 , 它 以 ATP 为 能 源 , 不 仅 能 够 连接 竺 端 DNA, 还 能 够 连接 平 端 DNA， 
只 是 在 连接 平 端的 效率 较 低 。 

(三 ) DNA 聚合 酶 

在 基因 克隆 中 使 用 的 DNA 聚合 酶 有 :Klenow 酶 .T4 DNA 聚合 酶 和 以 Tag DNA 到 
合 酶 为 代表 的 各 种 耐 热 性 DNA 聚合 酶 。 

DNAP 主要 用 于 :(1) 对 3- 端 隐 缩 的 DNA 进行 填补 或 未 端 标记 ; (2) 合成 cDNA 的 
第 二 条 链 (参见 cDNA 文库 的 建立 );(3) 利用 缺口 平移 ,制备 DNA 探 针 (参看 第 四 章 
DNA 的 生物 合成 ); (4) 末端 终止 法 测定 DNA 序列 ;(5) PCR( 参 看 PCR)。 

(四 ) 逆转 录 酶 

逆转 录 酶 主要 用 于 cDNA 的 制备 ,即将 mRNA 反 转 录 成 cDNA 链 。 基 因 克 隆 中 经 
常 使 用 的 逆转 录 酶 有 两 种 ,一 种 来 源 于 禽类 成 敌 细 胞 瘤 病 毒 (avian myeloblastosis virus， 
AMV) , 另 一 种 来 源 于 莫 洛 尼 鼠 白血病 病毒 (moloney murine leukemia virus，MIMLV ) 。 

(五 ) 核糖 核酸 酶 匡 

核糖 核酸 酶 H 只 水 解 与 DNA 形成 杂交 双 链 的 RNA, 因 此 该 酶 可 用 于 逆转 录 反 应 
后 RNA 模板 的 切除 ,以 及 由 特定 DNA 序列 介 导 的 目标 RNA 的 定向 水 解 。 

(六 ) 多 聚 核 音 酸 激酶 

多 聚 核 苷 酸 激酶 催化 的 反应 是 将 ATP 分 子 上 的 Y -磷酸 基 团 转移 到 核酸 一 端 游 离 
的 5 -羟基 上 ,因此 可 借助 此 反应 对 目标 核酸 进行 同位 素 标 记 。 

(七 ) Sl 核酸 酶 

Sl 核酸 酶 只 水 解 单 链 的 核酸 ,不 管 是 DNA 还 是 RNA, 因 此 在 基因 克隆 的 时 候 , 凡 
是 涉及 水 解 单 链 核酸 片段 都 可 以 考虑 使 用 这 种 核酸 酶 。 
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三 、 宿 主 细胞 


宿主 细胞 也 称 为 受 体 细胞 , 它 是 接受 、 扩 增 和 表达 重组 DNA 的 场所 。 理 论 上 ,任何 
活 细胞 都 可 以 作为 宿主 细胞 ,但 最 常用 的 有 大 肠 杆菌 .酵母 .草地 贪 夜 蛾 (Spodozptera 
.Pugibperda) 的 培养 细胞 和 哺乳 动物 的 培养 细胞 等 。 

大 肠 杆菌 是 最 常用 的 宿主 细菌 ,原因 是 对 它 比 较 了 解 ,操作 起 来 也 特别 容易 :酵母 是 
最 常用 的 真 核 和 宿主 细胞 ,其 很 多 性 质 与 大 肠 杆菌 相似 ;草地 贪 夜 蛾 的 培养 细胞 专门 用 来 
接受 改造 过 的 昆虫 杆 状 病毒 载体 。 


四 、 将 重组 DNA 引入 到 宿主 细胞 的 途径 


目的 基因 序列 与 载体 连接 后 ,要 导入 细胞 中 进行 复制 . 扩 增 ,再 经 过 筛选 ,才能 获得 
重组 DNA 分 子 克 隆 。 

将 重组 体 引 入 到 宿主 细胞 的 主要 方法 包括 :转化 . 转 染 (transfection)、 电 穿孔 
(Celectroporation) \ 脂 质 体 介 导 和 弹道 基因 转移 等 。 

(一 ) 转化 

转化 本 来 的 含义 是 指 细胞 因 外 源 DNA 的 进入 其 遗传 性 发 生 改 变 的 现象 ,后 来 用 它 
表示 基因 克隆 中 质粒 进入 宿主 细胞 的 过 程 。 为 了 提高 转化 效率 ,通常 需要 采取 一 些 特殊 
方法 处 理 细 胞 ,经 处 理 后 的 细胞 就 更 容易 接受 外 源 DNA, 因 此 称 为 感受 态 细胞 
Ccompetent cell) 。 例如 * 大 肠 杆菌 经 冰冷 CaCl 的 处 理 , 其 表面 通 透 性 增加 ,就 成 为 感受 
态 细菌 。 此 时 加 入 重组 质粒 ,并 突然 由 4 尼 转 入 42 尼 作 短 时 间 热 休克 处 理 , 质 粒 DNA 
就 很 容易 进入 细菌 。 上 述 方法 的 转化 率 一 般 可 达 10 一 10' 转化 子 /mg 超 螺 旋 质 粒 
DNA。 除了 和 氯 化 钙 以 外 ,在 转化 体系 中 加 入 Mn” ,高 价 Co 离子 .KCI、 二 甲 基 亚 砚 
CDMSO) 等 可 使 转化 率 提高 10 一 10 倍 。 另 外 ,转化 率 高 低 还 与 转化 的 质粒 DNA 自身 
的 特性 有 关 ,DNA 越 小 转化 率 越 高 ;不同 结构 状态 质粒 的 转化 率 依 次 为 : 超 螺旋 环 状 > 
带 缺 刻 的 开 环 结构 二 线性 结构 。 

(二 ) 转 染 

重组 的 噬菌体 DNA 也 可 像 质粒 DNA 一 样 进 入 宿主 菌 , 即 宿主 菌 先 经 过 CaCl 或 电 
穿孔 等 处 理 , 成 感受 态 细菌 再 接受 DNA, 进 入 感受 态 细 菌 的 喉 菌 体 DNA 同样 可 以 复制 
和 繁殖 ,这 种 方式 称 为 转 染 。 

重组 DNA 进入 哺乳 动物 细胞 也 称 为 转 染 。 最 经 典 的 转 染 方法 是 DNA -磷酸 钙 共 沉 
淀 法 ,其 原理 是 :DNA 在 以 磷酸 钙 - DNA 共 沉 淀 物 形式 出 现时 ,培养 细胞 摄取 DNA 的 效 
率 会 显著 提高 。 

(三 ) 电 穿孔 

用 高 压 脉冲 短 暂 作用 于 细菌 也 能 显著 提高 转化 效率 ,这 种 方法 称 为 电 穿孔 。 用 电 穿 
孔 法 处 理 培 养 的 哺乳 动物 细胞 可 使 细胞 膜 豚 间 出 现 可 逆 性 穿孔 ,外 源 DNA 可 顺势 从 孔 
入 内 ,但 外 加 电场 强度 和 电 脉 冲 的 长 度 等 条 件 与 处 理 细菌 有 较 大 差别 。 用 高 压 脉冲 电场 
发 生 仪 电击 细 胞 的 电 穿孔 法 可 以 使 转化 率 达 到 10" 一 102 转化 子 /ug DNA, 而 且 不 需要 


制备 感受 态 细胞 。 CE 人 认为 这 种 导入 外 
(四 ) 脂 质 体 介 导 源 DNA 的 方法 适用 于 酵母 、 
近年 来 用 人 工 脂 质 体 包 埋 DNA, 形 成 的 脂 质 体 通过 与 宿主 细胞 的 细胞 膜 融合 而 将 和 和 全 玫 和 人 下 人 


DNA 导入 细胞 ,此 方法 简单 而 有 效 。 现 有 各 种 商业 化 的 脂 质 体 试剂 可 供 使 用 。 HR 
(五 ) 弹道 基因 转移 二 
弹道 基因 转移 (ballistic gene transfer) 使 用 细小 的 由 DNA 和 包 被 的 特制 子弹 (DNA- 

coated projectile) 作 为 载体 ,在 基因 枪 (gene gun) 的 帮助 下 ,将 重组 DNA 直接 “* 射 人 ”到 和 宿 

主 细胞 。 这 里 基因 枪 所 起 的 作用 是 高 压 加 速 由 DNA 包 被 的 特制 子弹 (通常 是 包 被 DNA 
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的 金属 微粒 ,如 金 . 钨 等 ) ,使 其 穿 过 细胞 壁 和 细胞 膜 而 进入 胞 内 ,将 外 源 DNA 分 子 直 接 
送 进 细胞 核 或 细胞 器 中 ,从 而 实现 外 源 DNA 的 转移 。 


五 .重组 体 的 选择 和 筛选 


外 源 DNA 与 载体 正确 连接 的 效率 以 及 重组 体 导 人 宿主 细胞 的 效率 都 是 有 限 的 , 因 
此 ,最 后 生长 繁殖 出 来 的 细胞 不 可 能 都 带 有 外 源 DNA。 一 般 情 况 下 ,一 个 载体 只 携带 某 
一 段 外 源 DNA, 一 个 细胞 也 只 接受 一 个 重组 DNA 分 子 。 在 最 后 培养 出 来 的 细胞 群 中 ， 
只 有 小 部 分 是 含有 外 源 DNA 的 重组 体 。 只 有 把 含有 目的 重组 体 的 宿主 细胞 从 各 种 无 关 
的 细胞 中 筛选 出 来 ,这 才 等 于 成 功 获得 了 目的 DNA 的 克隆 ,因此 筛选 是 基因 克隆 不 可 和 缺 
少 的 一 步 。 在 选择 和 构建 载体 .选择 宿主 细胞 和 设计 基因 克隆 方案 时 ,都 必须 充分 考虑 
到 筛选 的 问题 。 

筛选 方法 一 般 可 分 为 直接 筛选 和 间接 筛选 ,前 者 根据 宿主 细胞 接受 外 源 基 因 以 后 直 
接 引起 的 表 型 变化 而 进行 筛选 。 然 而 ,多 数 外 源 DNA 没有 可 利用 的 表 型 ,于 是 需要 使 用 
后 一 种 方法 通过 对 重组 体 DNA 序列 和 表达 产物 的 分 析 进 行 鉴定 。 

(一 ) 直接 筛选 

1. 根据 抗生素 敏感 性 和 抗 性 变化 进行 的 筛选 

许多 载体 带 有 抗生素 抗 性 基因 ,例如 , 抗 氨 茶 青 考 素 (axz 加 2) . 抗 四 环 素 (te) 和 抗 卡 
那 霉 素 (kaxz) 等 基因 ,利用 这 些 抗 性 基因 可 在 细菌 细胞 克隆 系统 中 对 重组 体 进行 筛选 。 
在 培养 基 中 含有 抗生素 时 ,只 有 携带 相应 抗 性 基因 载体 的 细胞 才能 生存 繁殖 ,那些 未 能 
接受 载体 的 宿主 细胞 则 被 统统 排除 ;如 果 外 源 基 因 是 插入 在 载体 的 抗 性 基因 内 部 ,就 可 
使 此 抗 性 基因 失 活 ,原来 的 抗 药性 标志 也 就 随 之 消失 。 例 如 ,质粒 PBR322 含有 azzzj2 和 
ier 两 个 抗 药 基因 , 若 将 外 源 基因 插入 exz 太 内 部 ,转化 大 肠 杆 菌 , 将 细菌 放 在 含 氨 共 青 
霉 素 或 四 环 素 培养 基 中 培养 , 则 凡 未 接受 载体 的 细胞 都 不 能 生长 。 几 在 含 氨 休 青 霉 素 和 
四 环 素 中 都 能 生长 的 细菌 一 定 含 有 无 外 源 基因 的 质粒 PBR322 ,而 在 四 环 素 中 能 生长 ,在 
氮 共 青霉素 中 不 能 生长 的 细菌 很 可 能 含有 外 源 基 因 的 重组 质粒 (图 13=- 9) 。 
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余 13-9 使 用 抗生素 对 阳性 克隆 的 直接 筛选 


2. 根据 营养 缺陷 型 的 恢复 的 筛选 

利用 抗生素 抗 性 基因 筛选 重组 体 一 般 适 用 于 细菌 克隆 系统 , 古 菌 和 真 核 克 隆 系 统 
(主要 是 酵母 克隆 系统 ) 通 常 使 用 营养 缺陷 型 的 恢复 来 进行 。 

不 同 营养 缺陷 型 的 宿主 细胞 因为 在 某 一 条 合成 代谢 途径 上 某 个 酶 基因 的 缺陷 ,需要 
在 培养 基 中 补充 缺乏 的 营养 成 分 (如 某 种 氨基 酸 ) 以 后 才能 生存 繁殖 。 但 是 ,如 果 有 一 种 
载体 带 有 宿主 细胞 所 缺乏 的 那个 酶 的 基因 , 当 用 它 去 转化 宿主 细胞 , 那 获得 载体 的 宿主 
细胞 就 能 在 缺乏 相应 营养 成 分 的 条 件 培养 基 上 生存 和 繁殖 。 一 种 双 营 养 缺陷 型 细胞 ,只 
能 在 补充 有 两 种 缺乏 的 必需 营养 成 分 的 培养 基 中 才能 生存 繁殖 。 如 果 用 宿主 细胞 缺失 
的 含有 与 这 两 种 营养 成 分 合成 有 关 的 酶 基因 去 转化 宿主 细胞 , 那 获得 载体 的 宿主 细胞 就 
能 在 同时 缺乏 两 种 营养 成 分 的 条 件 培养 基 中 生存 和 繁殖 。 但 是 ,如 果 外 源 DNA 插入 到 
其 中 一 种 营养 合成 基因 的 内 部 导致 其 失 活 , 那 获得 重组 体 的 宿主 细胞 就 不 能 像 原 来 一 样 
生存 和 繁殖 了 ,利用 此 差别 可 将 带 有 重组 体 的 宿主 细胞 划 选 出 来 。 

3. 根据 噬 菌 斑 类 型 进行 的 筛选 

噬菌体 类 载体 在 感染 宿主 细胞 以 后 形成 噬 菌 斑 的 能 力 和 类 型 也 可 作为 直接 筛选 的 
一 种 方法 。 例 如 衔 生 于 入 叭 菌 体 的 载体 ,只 有 在 插 人 外 源 DNA 以 后 的 长 度 在 其 野生 型 
DNA 的 75% 一 105 儿 的 范围 内 ,才能 在 体外 和 体内 有 效 地 包装 成 感染 性 的 病毒 颗粒 ,并 
形成 吻 菌 斑 , 因 此 ,形成 噬 菌 斑 的 菌落 才 可 能 含有 重组 体 。 

本 -- 蓝 白斑 选择 

含有 acZ 载体 的 蓝 白 斑 科 选 法 ,参看 本 章 第 一 节 有 关 载 体 的 内 容 。 

直接 筛选 可 以 排除 大 量 的 非 目 的 重组 体 , 但 还 只 是 粗 科 。 有 时 ,细菌 可 能 发 生变 异 
而 引起 抗 药性 的 改变 ,这 并 不 代表 外 源 序 列 的 插入 ,所 以 仍 需要 做 进一步 细致 的 筛选 。 

(二 ) 间接 筛选 

1. 核酸 杂交 法 

利用 标记 的 核酸 (RNA 或 DNA) 做 探 针 ,与 转化 细胞 的 DNA 或 RNA 进行 杂交 ,可 
以 筛选 和 鉴定 含有 目的 序列 的 克隆 ,其 中 以 DNA 为 杂交 对 象 的 方法 称 为 Southern 杂交 
或 印迹 ,而 以 RNA 为 杂交 对 象 的 方法 称 为 Northern 杂交 或 印迹 。 此 方法 并 不 依赖 于 目 
的 基因 表达 出 来 的 蛋白 质 活性 ,而 是 依赖 于 探 针 与 目的 基因 之 间 在 序列 上 的 互补 性 , 即 
形成 异 源 双 螺 旋 的 能 力 。 常 用 的 方法 是 将 转化 后 生长 的 菌落 或 者 吻 菌 斑 复 印 到 硝酸 纤 
维 膜 上 ,用 碱 裂解 法 释放 出 来 的 DNA 就 吸附 在 膜 上 ,再 与 标记 的 核酸 探 针 保温 杂交 , 核 
酸 探 针 就 结合 在 含有 目的 序列 的 菌落 DNA 上 而 不 被 洗 脱 。 核 酸 探 针 可 以 用 放射 性 同位 
素 标记 ,也 可 以 荧光 标记 ,前 者 用 放射 性 自 显 影 显示 出 阳性 克隆 ,后 者 借助 于 荧光 显示 阳 
性 克隆 。 

2，PCR 法 

PCR 技术 的 出 现 给 克隆 的 筛选 增加 了 一 个 十 分 方便 的 手段 。 如 果 已 知 目的 序列 的 
长 度 和 两 端的 序列 ,就 可 以 设计 合成 一 对 引物 ,以 转化 细胞 所 得 的 DNA 为 模板 进行 扩 
增 , 若 能 得 到 预期 长 度 的 PCR 产物 , 则 该 转化 细胞 就 可 能 含有 目的 序列 。 

3. 免疫 化 学 法 

这 是 利用 特定 抗体 与 目的 基因 表达 产物 特异 性 结合 的 性 质 进行 筛选 。 此 法 不 是 直 
接 筛 选 目 的 基因 ,而 是 通过 与 基因 表达 产物 的 反应 指示 含有 目的 基因 的 转化 细胞 ,因而 
要 求 在 实验 设计 的 时 候 , 必 须要 让 目的 基因 进入 受 体 细胞 后 能 表达 出 其 编码 的 产物 。 抗 
体 可 用 特定 的 酶 (如 过 氧化 物 酶 或 碱 性 磷酸 酶 ) 进 行 标记 , 酶 可 催化 特定 的 底 物 分 解 而 呈 
现 颜色 ,从 而 指示 出 含有 目的 基因 的 细胞 。 免 疫 学 方法 特异 性 强 .灵敏 度 高 ,适用 于 从 大 
量 转化 细胞 群 中 筛选 少数 含有 目的 基因 的 阳性 克隆 。 

4. 受 体 与 配 体 的 结合 性 质 

与 免疫 化 学 法 相似 ,此 方法 不 是 直接 筛选 目的 基因 ,而 是 利用 标记 的 配 体 或 受 体 与 
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目的 基因 表达 出 来 的 蛋白 质 ( 作 为 受 体 或 配 体 ) 之 间 的 相互 作用 来 进行 筛选 。 例 如 ,利用 
酶 的 过 滤 态 类 似 物 或 竞争 性 抑制 剂 来 筛选 目的 基因 为 酶 的 阳性 克隆 。 

利用 此 法 成 功 的 例子 有 :用 二 I- 标 记 的 钙 调 蛋白 筛选 含有 与 钙 调 蛋白 /Ca 结合 的 
蛋白质 基因 的 阳性 克隆 ,”P -标记 的 cAMP 筛 选 含 有 蛋白质 激 酶 ACPKA) 基 因 的 阳性 
克隆 。 

5。Southwestern/ Northwestern 印迹 法 

这 种 方法 专门 用 来 筛选 含有 核酸 结合 蛋白 基因 的 克隆 ,其 中 以 获得 DNA 结合 蛋白 
基因 为 目的 的 筛选 方法 称 为 Southwestern 印迹 ,而 以 获得 RNA 结合 蛋白 基因 为 目的 的 
筛选 的 方法 称 为 Northwestern 印迹 。 此 方法 以 标记 的 具有 特定 序列 的 DNA 或 RNA 作 
为 “诱饵 ”, 筛 选 合 有 能 够 与 此 序列 结合 的 蛋白 质 基因 的 克隆 。 已 有 人 使 用 此 法 得 到 了 含 
有 笠 指 结构 . 亮 氮 酸 拉链 或 HITH 等 结构 域 的 DNA 结合 蛋白 的 基因 克隆 。 

6. DNA 限制 性 内 切 酶 图 谱 分 析 法 

外 源 DNA 插 人 载体 会 使 载体 DNA 的 RE 酶 切 图 谱 发 生变 化 ,如 果 出 现 新 的 RE 切 
点 ,就 将 转化 细胞 内 的 载体 DNA 抽取 后 酶 切 ,进行 琼脂 糖 电 泳 , 然 后 观察 其 酶 切 图 谱 并 
与 预期 的 酶 切 图 谱 相 比较 ,从 而 判断 转化 细胞 是 否 含 有 目的 基因 。 

7. DNA 序列 分 析 法 

无 论 是 哪 一 种 方法 筛选 得 到 的 阳性 克隆 ,都 需要 使 用 序列 分 析 来 作 最 后 的 鉴定 。 已 
知 序列 的 基因 克隆 要 经 序列 分 析 确 认 所 得 克隆 准确 无 误 ; 未 知 序 列 的 克隆 只 有 在 测定 序 
列 后 才能 了 解 其 结构 .推测 其 功能 ,以 做 进一步 的 研究 。 因 此 ,核酸 序列 分 析 是 基因 克隆 
中 必 不 可 少 的 一 环 。 


第 二 节 “重组 DNA 技术 的 详细 步骤 


一 般 基 因 克 隆 的 基本 步骤 包括 :获得 外 源 DNA 序列 和 目的 基因 ;将 目的 基因 与 载体 
相连 ;将 重组 DNA 导入 特定 的 宿主 细胞 ;含有 目的 基因 序列 的 克隆 的 筛选 与 鉴定 。 


一 \ 外 源 DNA 序列 和 目的 基因 的 获得 


任何 形式 的 基因 克隆 的 第 一 步 都 是 想方设法 获取 所 需要 的 外 源 DNA, 或 者 特定 的 
目的 基因 。 克 隆 目的 不 同 , 其 获取 外 源 DNA 或 目的 基因 的 手段 也 不 尽 相 同 。 如 果 克 隆 
的 目的 是 建立 某 种 基因 组 文库 ,就 先 从 目标 生物 细胞 中 抽取 基因 组 DNA, 然 后 使 用 一 定 
的 方法 ,将 得 到 的 DNA 随机 地 切割 成 小 的 片段 以 后 即 可 进 人 下 一 步 ; 如 果 是 建立 cDNA 
文库 ,就 需要 从 想 要 建立 文库 的 细胞 中 抽取 总 mRNA, 然 后 将 其 着 转录 成 EDNA 后 进入 
下 一 步 ; 如 果 是 要 表达 一 个 已 知 的 基因 ,首先 就 需要 分 离 纯化 得 到 那个 基因 。 

获取 目的 基因 的 手段 概括 起 来 有 以 下 几 种 :(1) 人 工 合 成 。 如 果 一 种 基因 较 小 而 且 
碱 基 序 列 已 知 ,就 可 直接 进行 人 工 合成 。 如 果 基 因 较 长 ,就 需要 分 成 几 段 合成 ,然后 再 连 
接 起 来 ,这 是 因为 人 工 合成 DNA 的 长 度 有 限 ,片段 越 长 产 率 越 低 。 对 于 一 级 结构 已 知 的 
蛋白 质 , 可 通过 遗传 密码 表 反 推出 其 基因 的 核 苷 酸 序列 ,然后 再 进行 人 工 合成 ;(2) 使 用 
酶 切 将 目的 基因 直接 从 另 一 种 克隆 载体 中 释放 出 来 ; (3) 逆转 录 。 可 先 使 用 核糖 体 免 疫 
沉淀 法 ,获得 某 种 多 肽 或 蛋白 质 的 mRNA, 然 后 通过 逆转 录 得 到 以 cDNA 形式 存在 的 基 
因 。 核 糖 体 免 疫 沉 淀 法 的 原理 是 ,正在 翻译 的 一 种 mRNA 可 通过 其 编码 的 多 肽 制备 得 
到 的 抗体 ,与 刚 翻译 出 来 的 肽 段 、 核 糖 体 一 起 被 免疫 沉淀 下 来 ,从 而 与 其 他 mRNA 分 离 
开 来 ;(4)PCR( 参 看 本 章 第 四 节 聚 合 酶 链 式 反应 ) 。 


二 ,目的 基因 与 载体 的 连接 
将 外 源 序列 或 目的 基因 搬入 载体 ,主要 是 靠 DNA 连接 酶 和 其 他 工具 酶 的 配合 使 用 。 


根据 未 端的 性 质 ,它们 的 连接 方式 主要 有 三 种 :(1) 载体 和 目的 基因 具有 相同 的 黏 端 ; 
(2) 载体 和 目的 基因 均 为 平 端 !(3) 载体 和 目的 基因 各 有 一 个 黏 端 和 一 个 平 端 。 选 择 哪 
一 种 连接 方式 主要 取决 于 载体 内 MCS 的 性 质 和 目的 基因 的 来 源 。 

(一 ) 黏 端 连接 

黏 端的 连接 是 最 有 效 的 连接 方式 。 如 果 载 体 上 的 MCS 含有 与 目的 基因 两 端 相同 的 
RE 切 点 ,就 可 使 用 同一 种 RE 分 别 消化 载体 和 目的 基因 ,从 而 在 载体 和 目的 基因 上 产生 
相同 的 黏 端 ; 经 分 离 纯化 后 ,将 它们 按 一 定 的 比例 进行 混合 ;低温 退火 后 ,载体 和 目的 基 
因 被 蒜 端 “ 粘 ?在 一 起 ;最 后 ,在 DNA 连接 酶 催化 下 , 目的 基因 就 与 载体 最 终 以 共 价 键 
相连 。 

有 时 ,目的 基因 的 两 端 和 载体 的 MCS 虽然 具有 不 同 的 RE 切 点 ,但 若 能 找到 能 产生 
相同 黏 端的 同 尾 酶 ,就 同样 可 用 此 法 连接 。 例 如 ,识别 GGATCC 序列 的 BaxzH II 和 识别 
GATC 序列 的 Sau3a 工 虽然 识别 不 同 的 序列 ,但 是 ,切割 DNA 后 产生 的 5 -突出 黏 端 都 
是 GATC， 

如 果 找 不 到 合适 的 RE 产生 互补 的 黏 端 ,就 可 用 一 些 特 殊 的 方法 引入 黏 端 。 例 如 ， 
使 用 末端 核 背 酸 转 移 酶 ,在 目的 基因 3 - 端 和 被 切 开 的 载体 的 3 - 端 ,分 别 添加 赛 聚 G 和 
者 聚 C, 产 生 所 谓 的 共 核 昔 酸 多 聚 物 黏 端 ,通过 上 述 处 理 后 的 载体 和 目的 基因 也 能 黏合 
在 一 起 ;再 如 ,可 在 目的 基因 两 端 ,添加 含有 特定 RE 切 点 的 人 工 接头 序列 ,也 可 以 使 用 
PCR ,借助 事先 设计 好 的 引物 ,在 扩 增 的 时 候 将 含有 特定 RE 切 点 的 序列 直接 引 人 和 人 到 目的 
基因 的 两 端 , 然 后 ,再 使 用 相应 的 RE 消化 产生 黏 端 。 

(二 ) 平 端 连接 

T4 DNA 连接 酶 可 直接 将 含有 平 端的 载体 和 目的 基因 连接 在 一 起 ,但 平 端 连接 效率 
要 比 黏 端 连接 低 得 多 ,因此 ,一 般 尽量 不 用 这 种 连接 方法 。 然 而 ,如 果 目 的 基因 和 载体 上 
的 确 没有 相同 的 RE 切 点 ,可 先 用 不 同 的 RE 消化 ,再 用 适当 的 酶 将 DNA 突出 的 末端 削 
平 ,如 核酸 酶 S1 ,或 将 其 补 齐 成 平 末 端 ,如 Klenow 酶 ,也 可 以 直接 使 用 产生 平 端的 RE 进 
行 消化 ,再 用 T4 DNA 连接 酶 进行 平 端 连接 。 

(三 ) 含有 平 端 和 黏 端 的 目的 基因 与 载体 之 间 的 连接 

进行 这 种 方式 的 连接 最 为 少见 ,因为 产生 上 述 末 端的 可 供 选 择 的 RE 很 少 ,但 通过 
这 种 连接 , 目的 基因 只 能 以 一 种 方向 插 人 到 载体 之 中 ,从 而 可 以 实现 定向 克隆 。 


三 .重组 DNA 导入 特定 的 宿主 细胞 

参看 第 一 节 相关 内 容 

四 、 含 有 目的 基因 序列 的 克隆 的 筛选 与 鉴定 

参看 第 一 节 相 关内 容 

第 三 节 ”重组 DNA 技术 的 应 用 

目前 ,基因 克隆 主要 应 用 在 文库 (library) 建 立 \ 序 列 分 析 、 表 达 外 源 蛋白 、 制 备 转 基 
因 动 物 和 植物 ,基因 治疗 、 基 因 散 除 以 及 寻找 未 知 基因 等 。 

一 文库 的 建立 


基因 克隆 中 的 文库 是 指 克 隆 到 某 种 载体 上 能 够 代表 所 有 可 能 序列 并 且 可 以 稳定 维 
持 和 使 用 的 DNA 片段 的 集合 。 根 据 序列 的 来 源 ,文库 可 分 为 基因 组 文库 Cgenomic DNA 
library) 和 cDNA 文库 CcCDNA library)( 表 13- 2)。 

建立 文库 的 主要 目的 在 于 ,可 以 使 用 合适 的 方法 ,从 文库 中 获得 特定 的 目的 序列 ,并 
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进行 扩 增 分 离 ,此 过 程 称 为 文库 筛选 (the library screening); 也 可 以 在 乌 枪 法 序列 分 析 
(shotgun sequencing) 中 ,随机 选择 一 个 克隆 对 其 进行 鉴定 。 


表 13-2 基因 组 文库 和 cDNA 文库 的 比较 


3 


来 源 ，，， 基因 组 DNA mRNA 


变化 -本 5 驳 黎 物种 ` 组 织 , 不 同 的 发 育 阶段 
-插入 大 小 ，， 12kb~20kb ， 0.2kb~6 kb 
代表 性 均等 与 表达 水 平 有 关 
4 六 量 入 到 江 人 只 有 一 种 两 种 (表达 型 和 非 表 达 型 ) 
探 针 NA DNA、 和 蛋白 质 或 抗体 
用 途 基因 结构 ,推断 蛋白 质 性 质 表达 的 蛋白 质 ;推断 蛋白 质 性 质 “ 


一 个 好 的 文库 应 该 具备 以 下 条 件 :(1) 完整 性 ,不 遗漏 任何 序列 ;(2) 准确 性 ;(3) 稳 
定性 ;(4) 满足 筛选 一 个 重组 体 所 需要 的 最 低 克 隆 数目 ;(5) 容易 筛选 ,贮存 和 扩 增 。 

(一 ) 基因 组 DNA 文库 

基因 组 DNA 文库 可 简称 为 基因 组 文库 , 它 由 一 种 生物 的 基因 组 DNA 制备 而 来 , 覆 
盖 了 一 个 基因 组 所 有 的 序列 ,这 些 序列 应 该 是 精确 无 误 的 。 

制备 基因 组 文库 的 基本 步骤 包括 (图 13-10):(1) 分 离 基因 组 DNA。 一 般 情况 下 ， 
多 细胞 生物 的 基因 组 文库 可 以 从 任何 细胞 中 抽取 基因 组 DNA, 但 高 等 动物 的 淋巴 细胞 
由 于 在 成 熟 过 程 中 经 历 了 DNA 重 排 ,不 主张 使 用 ;(2) 插入 序列 的 制备 。 使 用 酶 法 (RE 
完全 消化 或 部 分 消化 ) 或 物理 方法 (超声 波 处 理 或 搅拌 前 力 ) ,将 基因 组 DNA 切 成 预期 的 
片段 ;(C3) 根据 插入 序列 的 大 小 ,选择 合适 的 载体 进行 克隆 。 选 择 载体 与 插入 序列 大 小 
的 大 致 原则 是 :质粒 载体 约 10 kb; 和 噬菌体 载体 为 9 kb 一 23 kb;P1 噬菌体 载体 为 100 kb; 
黏 粒 约 为 40 kb;BAC 约 100 kb 一 300 kb;YAC 约 500 kb 一 3 Mb。 如 果 基 因 组 文库 专门 
为 基因 组 序列 测定 而 建 , 就 需要 有 克隆 重 耕 (overlapping clone) ,以 便 通 过 片段 重 释 法 对 


个 13-10 基因 组 文库 的 构建 


序列 进行 拼装 ,防止 或 最 大 限度 地 降低 非 临近 序列 片段 (non-contiguous fragment) 连 接 
在 一 起 形成 振 合 体 克 隆 。 用 于 基因 组 文库 建立 的 典型 载体 有 质粒 、 入 只 菌 体 载体 
和 BAC。 

一 个 好 的 基因 组 文库 ,应 有 助 于 从 一 个 染色 体 上 分 离 一 个 完整 的 基因 或 一 段 序列 ， 
有 助 于 基因 组 序列 分 析 , 有 助 于 了 解 和 确定 基因 的 组 织 和 基因 组 的 结构 以 及 疾病 与 基因 
突变 之 间 的 关系 ,有 助 于 对 可 能 的 基因 序列 .启动 子 、 编 码 的 蛋白 质 和 其 他 性 质 进行 预测 
和 分 析 。 

在 建立 文库 的 时 候 , 可 以 根据 一 个 单 倍 体 基因 组 的 大 小 除 以 文库 中 插 人 序列 的 平均 
大 小 ,粗略 地 估计 出 包含 一 个 完整 的 基因 组 序列 所 需要 的 独立 克隆 的 数目 。 例 如 ,一 个 
以 质粒 为 载体 的 人 类 基因 组 文库 ,插入 序列 的 平均 长 度 为 2 000 bp, 单 倍 体 人 类 基因 组 大 
小 为 3X10? bp, 按 照 上 面 的 公式 ,至 少 含有 1.5X10" 独 立 的 克隆 才能 够 代表 一 个 完整 的 
人 基因 组 序列 。 与 此 相 比 ,一 个 基因 组 大 小 为 4X10'" bp 的 细菌 ,只 需要 2 000 个 独立 的 
克隆 ;如 果 以 入 叭 菌 体 为 裁 体 ,插入 序列 的 平均 大 小 为 17 000 bp, 那 代表 一 个 完整 的 人 基 
因 组 序列 就 需要 1.8X10: 个 猎 立 的 克隆 ,基因 组 大 小 为 4X10"” bp 的 细菌 就 只 需要 176 
个 独立 的 克隆 ;如 果 以 BAC 为 载体 ,插入 序列 的 平均 大 小 为 200 000 bp, 那 代表 一 个 完整 
的 人 基因 组 序列 就 需要 1. 5 关 10' 个 独立 的 克隆 ,基因 组 大 小 为 4X10' bp 的 细菌 就 只 需 
要 20 个 独立 的 克隆 。 

若 需要 更 准确 地 计算 出 包含 一 个 完整 基因 组 序列 所 需要 的 独立 克隆 数 ,就 可 使 用 公 
式 :N=In(1 一 DVInG 一 纺 。 式 中 N 表示 达到 预期 概率 的 基因 组 文库 中 所 需要 的 独立 克 
隆 数 ;p 代表 所 需 片 段 在 基因 组 文库 中 出 现 的 概率 并 代表 插 和 人 到 载体 中 序列 平均 大 小 占 
基因 组 大 小 的 分 数 。 

以 人 类 基因 组 文库 为 例 , 如 果 需 要 一 个 目的 基因 在 库 中 出 现 的 概率 大 于 99% ,就 以 
入 喉 菌 体 为 载体 , 插 人 序列 的 平均 大 小 为 17000 bp, 按 照 上 面 的 公式 可 计算 出 ,代表 一 个 
完整 的 人 基因 组 序列 需要 8.1X10 个 独立 的 克隆 。 

如 果 要 制备 一 个 克隆 重 释 的 基因 组 文库 : 那 需 要 的 克隆 数 就 是 上 面 计算 结果 的 
5 倍 。 
构建 基因 组 文库 ,再 用 分 子 厅 交 等 技术 可 从 库 中 钩 取 特 定 基 因 的 克隆 。 当 生物 基因 
组 比较 小 时 , 较 易 成 功 ; 当 生物 基因 组 很 大 时 ,构建 其 完整 的 基因 组 文库 就 非 易 事 ,而 从 
庞大 的 文库 中 去 克隆 目的 基因 更 是 难 上 加 难 。 

(二 ) cDNA 文库 

与 基因 组 文库 不 同 ,cDNA 文库 代表 的 是 一 种 单 细 胞 生物 或 者 一 种 多 细胞 生物 某 种 
细胞 .组 织 内 表达 的 所 有 的 mRNA 序列 ,这 种 代表 也 应 该 是 完整 和 准确 无 误 的 。 基 因 组 
含有 的 车 侈 基因 呈 组 织 特异 性 表达 ,而 且 在 不 同 环境 条 件 . 不 同 发 育 阶段 的 细胞 表达 的 
种 类 和 强度 也 不 尽 相 同 , 所 以 cDNA 文库 具有 了 明显 的 组 织 细胞 特异 性 。 显 然 ,cDNA 文 
库 比 基因 组 DNA 文库 小 得 多 ,因此 从 中 比较 容易 地 筛选 出 阳性 克隆 ,并 得 到 细胞 特异 性 
表达 的 基因 。 但 对 真 核 细胞 来 说 ,从 基因 组 文库 获得 的 基因 往往 与 从 cDNA 文库 获得 的 
不 同 ,前 者 一 般 有 内 含 子 序 列 ,而 从 cDNA 文库 中 获得 的 是 已 剪接 过 .去 除了 内 含 子 的 基 
因 。 此 外 ,从 基因 组 文库 中 ,还 可 以 获得 调节 一 个 基因 表达 的 各 种 顺 式 作用 元 件 , 如 启动 
子 和 增强 子 等 ,这 些 元 件 在 cDNA 文库 中 一 般 是 缺乏 的 。 

cDNA 合成 和 cDNA 文库 构建 的 基本 步骤 包括 (图 13- 11):(1) 抽取 总 mRNA; 
(2) 将 mRNA 道 转 录 成 EDNA;(3) 将 cDNA 导入 到 特定 的 载体 。 

利用 cDNA 文库 ,可 以 进行 以 下 工作 :(1) 确定 一 个 基因 的 转录 产物 和 翻译 产物 。 
因为 许多 真 核 基因 含有 内 含 子 ,直接 在 基因 组 文库 中 分 析 难 度 很 大 ,而 在 cDNA 文库 中 
进行 分 析 可 直接 确定 一 个 基因 的 编码 区 ;(2) 如 果 是 表达 文库 ,就 可 用 来 表达 不 同 的 蛋 
白质 以 满足 各 种 需要 。 很 少 从 原核 生物 构建 cDNA 文库 .这 一 是 因为 原核 生物 的 mRNA 
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(GTE3p 如果 你 有 要 得 到 控制 
一 个 基因 表达 的 启动 子 和 其 
他 调控 序列 ,应 该 选择 哪 一 
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太 不 稳定 ,二 是 原核 生物 的 蛋白 质 基 因 基 本 无 内 含 子 ,可 直接 构建 基因 组 表达 文库 取 而 
代 之 ;(3) 从 库 中 获得 无 内 含 子 的 基因 ,以 便 在 原核 系统 中 进行 表达 ; (4) 体外 转录 
mRNA;(5) 合成 探 针 ;(6) 简化 与 疾病 有 关 的 基因 突变 分 析 ;(7) 有 助 于 确定 和 预测 基因 
组 序列 中 的 基因 ;(8) 从 中 获得 为 建立 基因 组 的 物理 图 谱 所 需要 的 表达 序列 标签 (EST) 。 

(三 ) 文库 的 第 选 

无 论 是 质粒 文库 还 是 叭 菌 体 文库 ,文库 筛选 的 基本 原理 和 步 又 是 相同 的 ,主要 由 6 
大 步 组 成 :C1) 将 菌落 (质粒 文库 ) 或 唆 菌 斑 ( 鸣 菌 体 文库 ) 复 制 到 滤 膜 上 ;(2) 用 裂解 细菌 
细胞 壁 的 溶液 处 理 滤 膜 , 使 DNA 变性 ;(3) 加 热 、. 烘 干 滤 膜 ,以 使 单 链 DNA 与 滤 膜 永久 
性 结合 ; (4) 将 制备 好 的 探 针 与 滤 膜 保温 ;(5) 洗 掉 没有 结合 的 探 针 ; (6) 使 用 放射 自 显 
影 技术 或 其 他 检测 系统 作 最 后 的 鉴定 。 

如 果 是 表达 文库 ,就 可 使 用 特定 的 抗体 对 表达 出 的 蛋白 质 产 物 进 行 检 测 , 也 可 以 使 
用 基因 芯片 技术 对 基因 产物 的 差异 表达 (differential expression) 进 行 测定 ;如 果 是 非 表达 
的 基因 组 文库 ,就 可 使 用 染色 体 步 移 (chromosome walking) 法 进行 确定 。 步 移 法 的 原理 
是 :如 果 一 段 邻 近 的 序列 已 知 ,就 可 以 以 此 段 序 列 为 起 始点 ,分 离 相 邻 的 基因 ,每 获得 一 
段 新 的 序列 ,都 可 以 用 新 得 到 的 序列 为 探 针 ,进行 新 一 轮 的 筛选 。 

探 针 的 来 源 包 括 :(1) 异 源 探 针 (heterologous probe) 。 如 果 目 的 基因 是 高 度 保守 的 ， 
就 可 以 使 用 另外 一 个 已 知 物种 的 基因 序列 制备 探 针 ;(2) cDNA 探 针 。 使 用 此 类 探 针 ,可 
从 基因 组 文库 中 获取 一 个 基因 的 内 含 子 和 启动 子 序 列 ;(3) 根据 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 ， 
制备 探 针 。 如 果 一 个 蛋白 质 的 氨基 酸 序 列 已 知 ,就 可 以 根据 遗传 密码 表 , 人 工 合成 简 并 
的 寡 聚 核 苷 酸 探 针 。 核 苷 酸 长 度 18 一 21, 对 应 于 6 一 7 个 氨基 酸 残 基 :(4) 人 工 合成 寡 聚 
核 苷 酸 ;(5) 通过 体外 转录 系统 合成 的 RNA 探 针 ;(6) 单 克 隆 抗 体 。 这 是 针对 表达 的 多 
肽 或 蛋白 质 产物 抗原 而 设计 的 。 


二 _DNA 序列 分 析 


基因 克隆 的 另 一 个 主要 目的 是 DNA 序列 分 析 , 分 析 的 对 象 可 以 是 一 个 基因 片段 .一 
个 基因 基因 表达 的 调控 序列 乃至 一 个 基因 组 。DNA 序列 分 析 的 具体 方法 除了 传统 的 
第 一 代 测 序 技术 , 即 末 端 终止 法 和 化 学 断裂 法 以 外 ,还 有 新 一 代 的 测序 技术 (参看 第 二 章 
遗传 物质 的 分 子 本 质 ) 。 


千 13-11 cDNA 的 合成 和 cDNA 文库 的 构建 
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通过 序列 分 析 可 以 反 推 出 一 个 蛋白 质 基因 所 编码 的 氨基 酸 序列 ,这 有 助 于 对 一 个 蛋 
白质 的 性 质 、 结 构 和 功能 进行 预测 ;序列 分 析 还 有 助 于 对 基因 和 基因 组 的 组 织 以 及 它们 
进化 过 程 的 理解 ;此 外 ,通过 序列 分 析 , 可 以 确定 控制 一 个 基因 表达 的 各 种 顺 式 元 件 以 及 


导致 疾病 发 生 的 基因 突变 。 


至 于 如 何 分 析 序 列 ,确定 其 代表 的 生物 学 涵义 ,任务 属于 生物 信息 学 (Bioinformatics) 
和 计算 生物 学 (Computational Biology) 的 研究 内 容 , 分 析 流程 参考 图 13- 12。 


进入 和 组 装 序列 


三 .表达 外 源 蛋白 


和食 13-12 DNA 序 列 分 析 的 基本 流程 


使 克隆 的 基因 在 特定 的 宿主 细胞 中 表达 ,对 于 研究 一 个 基因 的 功能 及 其 表达 调控 的 
机 理 十 分 重要 ,其 表达 出 的 蛋白 质 可 供 作 结构 与 功能 的 研究 。 许 多 具有 特定 生物 活性 的 


蛋白 质 ( 如 胰岛 素 和 于 扰 素 ) 或 酶 具有 广泛 的 
医学 或 工业 应 用 价值 ,将 相关 基因 克隆 之 后 再 
让 其 在 特定 宿主 细胞 中 大 量 表达 ,可 满足 医学 
或 工业 等 领域 的 应 用 需要 。 

要 使 克隆 基因 在 宿主 细胞 中 表达 ,首先 需 
要 将 目的 基因 亚 克 隆 到 带 有 基因 表达 所 必需 
的 各 种 顺 式 元 件 的 载体 之 中 , 这 些 载体 通称 为 
表达 载体 (expression vector) 。 目 的 基因 可 以 
放 在 不 同 的 宿主 细胞 中 表达 ,例如 ,大 肠 杆 菌 、 
枯草 杆菌 .酵母 .昆虫 细胞 和 培养 的 哺乳 类 动 
物 细 胞 等 。 针 对 不 同 的 表达 系统 ,需要 构建 不 
同 的 表达 载体 。 

表达 载体 可 分 为 融合 载体 (fusion vector) 
和 非 融 合 载体 (non-fusion vector) 两 类 ,前 者 在 
插入 位 点 上 ”" 预 装 ” 了 另外 一 个 和 蛋白质 或 多 肽 
的 基因 ,因此 , 插 和 人 的 外 源 基 因 将 会 与 它 发 生 
融合 ,表达 出 来 的 是 一 种 融合 蛋白 。 例 如 ， 
lac2 融合 序列 载体 (图 13 - 13 中 胰岛 素 的 A 
链 和 B 链表 达 载 体 )、 融合 有 和 蛋白质 A 的 
pGEX 系列 (protein A series) .融合 有 GEFP 的 


细菌 启动 子 


Lac2G 
图] 胰岛 素 
A 链 


| 纯化 LacZ-- 胰 成 熟 B 链 
岛 素 融 合 蛋 白 的 氨基 端 


LacZ 一 县 A 链 鹤 只 江 


B 
| CNBr 处 理 
LacZ 


NH: 吉 COOH 


NH2 AN COOH 活性 逐 岛 素 
二 硫 键 


侠 13-13 胰岛 素 在 大 肠 杆 菌 体内 的 表达 
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ER 你 如 何 利用 蛋白 质 
折 和 登 的 知识 ,尝试 对 包涵 体 
中 的 委身 质 进行 复 性 ? 


一 直 有 和 人 试图 用 大 
肠 杆 菌 表达 有 生物 学 活性 的 
EPO, 但 都 以 失败 告终 ,所 以 
现在 使 用 的 都 是 培养 的 哺乳 
动物 细胞 表达 制备 的 。 对 此 
人 
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pGFP 系列 .融合 有 多 聚 组 氨 酸 标签 (His - tag) 的 pPGEM2T 系列 等 。 使 用 融合 载体 的 主 
要 好 处 是 方便 了 目标 蛋白 的 鉴定 和 纯化 。 

理想 的 表达 系统 应 该 满足 以 下 条 件 :(1) 表达 载体 具有 合适 的 MCS, 以 方便 外 源 基 
因 能 搬入 到 正确 的 表达 位 置 ,或 者 至 少 是 含有 3 个 以 上 ORE 的 系列 ;(2) 能 形成 正确 的 
翻译 后 修饰 和 三 维 结构 ,以 形成 有 活性 或 有 功能 的 分 子 ;(3) 为 可 诱导 的 表达 系统 ,允许 
细胞 生长 和 诱导 表达 ,防止 毒性 蛋白 质 的 积累 ;(4) 易于 分 离 和 纯化 ;(5) 最 好 能 分 泌 到 
胞 外 。 

大 肠 杆菌 是 目前 应 用 最 广泛 的 蛋白 质 表达 系统 ,其 表达 外 源 基 因 产 物 的 水 平 远 高 于 
其 他 表达 系统 ,目的 蛋白 的 表达 量 最 高 能 超过 细菌 总 蛋白 量 的 80 儿 ,这 是 因为 人 类 对 其 
基因 表达 及 其 调控 的 机 制 了 解 得 最 清楚 ,而且 大 肠 杆 菌 培 养 操作 简单 .生长 繁殖 快 、 价 格 
低廉 ,使 用 它 作为 外 源 基 因 的 表达 工具 已 有 几 十 年 的 经 验 积累 。 在 大 肠 杆 菌 中 使 用 的 表 
达 载 体 除了 需要 具备 一 般 克 隆 载 体 所 具有 的 基本 要 素 以 外 ,还 应 该 注意 "和 人 乡 随 俗 ”使 
载体 带 有 大 肠 杆菌 基因 表达 所 必需 的 各 种 顺 式 元 件 , 包 括 转录 起 始 必 需 的 局 动 子 和 翻译 
起 始 所 必需 的 SD 序列 ,而 外 源 基 因 最 好 使 用 的 是 大 肠 杆 菌 所 偏爱 的 密码 子 等 ;由 于 外 源 
基因 表达 的 产物 可 能 会 对 大 肠 杆 菌 有 毒性 ,而 影响 细菌 的 生存 繁殖 ,因而 大 多 数 表 达 载 
体 都 带 有 诱导 性 表达 所 需要 的 元 件 , 即 有 操纵 子 序列 以 及 与 之 配套 的 调控 基因 等 。 

然而 ,并 不 是 所 有 的 基因 都 适合 在 大 肠 杆菌 中 表达 ,在 将 真 核 基因 放 人 细菌 细胞 中 
表达 时 ,通常 面临 以 下 问题 :(1) 缺乏 真 核 基因 转录 后 加 工 的 功能 ,不 能 进行 mRNA 前 体 
的 剪接 ,所 以 ,表达 基因 一 般 不 能 直接 来 源 于 真 核 生物 基因 组 ,而 是 来 自 其 cDNA;(2) 缺 
乏 真 核 生 物 翻 译 后 加 工 的 功能 ,导致 表达 产生 的 蛋白 质 ,不 能 进行 糖 基 化 、 磷 酸化 等 修 
饰 ,或 难以 形成 正确 的 二 硫 键 和 三 维 结构 ,因而 产生 的 蛋白 质 经 常 没 有 活性 或 者 活性 不 
高 ;(3) 表达 的 蛋白 质 经常 是 不 洲 的 ,会 在 细菌 内 聚集 成 不 溶性 的 包涵 体 (inclusion 
body) ,尤其 当 目的 蛋白 表达 量 超过 菌 体 总 蛋白 量 10 久 时 ,就 很 容易 形成 包涵 体 。 形 成 包 
涵 体 的 原因 可 能 是 蛋白 质 合成 速度 太 快 ,多 肽 链 来 不 及 折 和 大 , 于 是 暴露 在 外 的 玻 水 侧 链 
之 间 的 玻 水 作用 让 和 蛋白质 聚 合 在 一 起 。 细 菌 裂 解 后 ,包涵 体 经 离心 沈 省 ,这 虽然 有 利于 
目的 蛋白 的 初步 纯化 ,但 无 生物 活性 的 不 溶性 蛋白 ,要 经 过 复 性 ,使 其 分 散 开 、 重 新 折 和 县 
成 具有 天 然 构象 和 良好 生物 活性 的 蛋白 质 一 般 是 很 困难 的 。 虽 然 也 可 以 设计 载体 使 大 
肠 杆菌 分 刻 表 达 出 可 溶性 目的 蛋白 ,但 是 表达 量 往往 不 高 

使 用 真 核 生 物 表 达 系 统 表达 真 核 生物 的 蛋白 质 ,自然 比 细菌 系统 优越 ,常用 的 有 酵 
母 . 昆 贝 和 哺乳 动物 培养 细胞 等 表达 系统 。 真 核 表 达 载 体 至 少 具备 两 类 元 件 :(1) 细 戎 
质粒 的 序列 ,包括 在 细菌 中 起 作用 的 复制 起 始 区 以 及 筛选 克隆 的 抗 药 性 标记 基因 等 ,以 
便 在 插入 真 核 基因 后 ,能 很 方便 地 在 细菌 系统 中 ,筛选 获得 目的 重组 DNA 克隆 ,并 扩 增 
到 足够 量 ; (2) 在 真 核 宿主 细胞 中 表达 重组 基因 所 需要 的 各 式 元 件 ;包括 启动 子 ` 增 强 
子 、 转 录 终 止 和 多 聚 A 加 尾 信号 序列 .mRNA 前 体 剪 接 信号 序列 .能 在 宿主 细胞 中 复制 
的 序列 、 能 用 在 宿主 细胞 中 筛选 的 标记 基因 以 及 供 外 源 基因 插 人 的 MCS 等 。 

目前 市 场 上 已 有 多 种 利用 DNA 重组 技术 生产 的 多 肽 药物 和 疫苗 销售 ,例如 ,胰岛 
素 .干扰 素 、 红 细胞 生成 素 (EPO) .生长 激素 .集落 刺激 因子 (CSF) .表皮 生长 因子 和 乙 型 
肝炎 表面 抗原 (HBSAg) 疫 苗 等 。 

此 外 ,人 们 使 用 基因 克隆 技术 还 可 以 改造 和 生产 人 源 化 单 抗 ,通过 这 种 方式 产生 的 
抗体 称 为 第 三 代 抗体 。 因 为 使 用 传统 的 杂交 瘤 技术 制备 的 单 抗 多 为 鼠 源 性 抗体 ,用 于 人 
体会 产生 免疫 排斥 反应 ,而 用 杂交 瘤 方 法 制备 人 源 性 抗体 又 遇 到 难以 到 服 的 困难 。 借 助 
于 重组 DNA 技术 既 可 以 不 经 过 杂交 瘤 技术 而 直接 获得 针对 特定 抗原 的 人 抗体 基因 克 
隆 。 也 可 以 借助 计算 机 辅助 设计 ,对 鼠 源 性 抗体 基因 进行 人 源 化 改造 ,然后 , 放 和 人 表达 载 
体 ,产生 人 源 化 抗体 。 目 前 ,已 有 多 种 人 源 化 的 抗 肿瘤 . 抗 病 毒 、. 抗 细胞 因子 . 抗 细胞 受 体 
的 单 抗 被 成 功 表达 。 


四 、 转 基因 动物 .植物 及 转基因 食品 


克隆 的 基因 不 仅 可 以 被 导 和 人 细菌 或 培养 的 细胞 ,还 能 被 转移 到 动物 或 植物 体内 ,并 
整合 到 基因 组 中 ,使 其 所 有 的 细胞 都 带 有 特定 的 外 源 基因 ,从 而 根本 上 改变 了 一 种 生物 
的 遗传 特性 。 转 基因 动物 或 转基因 植物 就 是 指 在 其 基因 组 内 稳定 地 整合 有 外 源 基因 并 
能 遗传 给 后 代 的 动物 或 植物 。 

(一 ) 转基因 动物 

1979 年 ,Beatrice Mintz 等 人 将 SV40 的 DNA 导入 小 鼠 早期 胚胎 的 囊 胚 腔 , 第 一 次 
得 到 带 有 外 源 基 因 的 峙 合 型 小 鼠 (chimeric mouse) 。1982 年 , Palmiter 等 人 将 克隆 的 生 
长 激素 基因 用 显 微 注 射 的 方法 直接 导入 小 鼠 受精 卵细胞 核 ,所 得 的 转基因 小 鼠 在 肝 、 肌 、 
心 等 组 织 都 能 表达 生长 激素 ,致使 小 鼠 比 原 个 体 大 几 倍 ,成 为 “ 巨 鼠 ”。 除 受精 卵 外 ,从 胚 
胎 中 分 离 的 多 能 胚胎 干细胞 人 embryonic stem cell，ES cel) 也 能 接受 外 源 基因 发 育成 个 
体 。 外 源 基 因 的 导入 还 可 以 采取 逆转 录 病 毒 载体 感染 等 方法 。 

以 转基因 小 鼠 为 例 , 如 果 以 受精 卵 为 起 点 , 那 培育 转基因 动物 的 基本 步骤 就 是 : 
(1) 从 供 体 动 物 中 ,分 离 受 精 卵 ; (2) 将 转基因 DNA 显 微 注射 到 一 个 受精 卵 的 雌性 原核 
(female pronucleus) 之 中 ,进入 的 DNA 通过 非 同 源 重 组 插入 到 基因 组 之 中 ;(3) 将 受精 
卵 移植 到 代孕 母 鼠 (surrogate mother) 的 子宫 之 中 ;(4) 对 出 生 的 小 鼠 进 行 筛选 , 挑 出 转 
基因 小 鼠 。 

如 果 是 以 ES 细胞 为 起 点 ,基本 步骤 就 包括 :(1) 分 离 ES 细胞 ,并 进行 培养 ;(2) 使 
用 常规 的 转 染 技术 ,将 含有 转基因 和 标记 基因 的 载体 导入 到 ES 细胞 之 中 ,所 用 的 抗 性 基 
因 通 常 是 新 霉 素 抗 性 基因 CNeo% );(3) 使 用 新 霉 素 (neomycin) 对 ES 细胞 进行 选择 ,并 使 
用 PCR 进行 确认 ;(4) 将 转化 的 ES 细胞 注射 到 处 于 圳 胚 期 的 豚 胎 之 中 ;(5) 将 胚胎 移植 
到 代孕 的 母 鼠 之 中 ;(6) 将 新 出 生 的 嵌 合 型 动物 与 非 转基因 动物 进行 交配 ,再 从 后 代 中 
筛选 出 转基因 动物 。 

转基因 动物 的 筛选 可 使 用 Southern 印迹 、Northern 印迹 和 Western 印迹 分 别 在 
DNA 水 平 .RNA 水 平和 蛋白质 水 平 上 进行 。 

转基因 技术 不 但 为 遗传 育种 提供 了 新 的 途径 ,而 且 利用 转基因 动物 可 以 获得 治疗 人 
类 疾病 的 一 些 重要 的 蛋白 质 。 例 如 ,在 导入 了 族 血 因子 区 基因 的 转基因 编 羊 分 刻 的 乳汁 
中 ,含有 丰富 的 凝血 因子 区 ,能 有 效 地 治疗 血 友 病 。 此 外 ,可 以 利用 转基因 动物 建立 人 类 
疾病 的 动物 模型 ,为 研究 人 类 疾病 病因 ,以 及 测试 新 的 治疗 方法 提供 有 效 手 段 。 例 如 , 利 
用 带 有 特定 瘤 基 因 ,病毒 癌 基 因 或 其 调控 序列 等 的 转基因 小 鼠 , 可 以 观察 肿瘤 发 生 的 过 
程 和 影响 因素 。 

(二 ) 转基因 植物 

在 转基因 植物 的 培育 过 程 中 ,基因 导 和 人 通常 以 根瘤 农 杆 菌 (Agrobacterizzmz 
tifaciers) 内 的 肿瘤 诱导 (tumorinducing，Ti) 质粒 介 导 。 根 癌 农 杆菌 可 感染 植物 细 
胞 ,产生 “肿瘤 ”。 

Ti 质粒 由 转化 基因 工 . 毒 性 基因 wyr 和 复制 起 始 区 or: 等 组 成 。wir 基因 编码 的 酶 可 
在 LB 和 RB 处 切 开工 基因 ,并 将 它们 转移 到 植物 基因 组 之 中 。 

目前 多 用 二 元 质粒 系统 (the binary plasmid system) (图 13 - 14) ,具体 步骤 是 :(1) 将 
外 源 目的 基因 插入 到 质粒 1 的 MCS 之 中 ;(2) 将 质粒 1 和 2 共 转 化 根瘤 农 杆菌 ; (3) 将 
含有 质粒 1 和 :2 的 根 癌 农 杆菌 感染 培养 的 植物 细胞 ; (4) 在 宿主 细胞 内 ,wzr 基 因 表 达 的 
产物 切 出 LB 和 RB 之 间 的 DNA, 然 后 将 其 转移 到 植物 基因 组 ;(5) 利用 卡拉 霉 素 选择 细 
胞 ,并 使 用 PCR 进行 确认 ;(6) 诱导 单个 细胞 分 裂 分 化 成 植株 ;(7) 筛选 出 转基因 植物 。 

上 述 操作 步骤 适合 双子 叶 植 物 , 由 于 多 数 单子 叶 植物 对 根 癌 农 杆菌 有 抗 性 ,因此 需 
要 使 用 基因 枪 或 者 其 他 手段 导入 外 源 基因 。 


第 十 三 章 “” 分子 生物 学 方法 
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你 在 学 习 分 子 生 物 


学 之 前 和 之 后 对 转基因 食品 
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到 13-14 二 元 质粒 系统 


使 用 转基因 技术 ,赋予 植物 新 的 农艺 性 状 , 如 抗 虫 . 抗 病 、. 抗 旱 . 抗 逆 、 高 产 和 优质 等 ， 
这 在 植物 育种 方面 具有 特别 的 意义 。 上 自从 1983 年 首次 获得 转基因 植物 一 种 对 抗 生 
素 具有 抗 性 的 转基因 烟草 以 来 ,至 今 已 有 几 十 个 科 的 几 百 种 植物 转基因 获得 成 功 。1986 
年 , 首 批 转基因 植物 被 批准 进入 田间 试验 。1992 年 ,中 国 成 为 世界 上 人 允许 种 植 商 业 化 转 
基因 植物 的 第 一 个 国家 ,当年 批准 的 是 一 种 抗 病毒 的 转基因 烟草 。1994 年 ,美国 Calgene 
公司 研制 的 转基因 延 熟 番 苘 首次 进入 商业 化 生产 。1996 年 ,转基因 玉米 .转基因 大 豆 相 
继 投 入 商品 生产 。 美 国 最 早 研 制 得 抗 虫 棉花 ,但 我 国 科学 家 将 苏 云 金 芽 孢 杆 菌 Bt 晶体 
毒素 蛋白 基因 和 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 基因 (CCPT7T) 导 入 棉花 ,最 先 获得 一 系列 转 双 价 基因 抗 
虫 棉 品系 并 获准 进行 商业 化 生产 。 此 外 ,将 人 的 基因 转 和 植物 还 可 能 获得 医学 上 的 治疗 
用 途 的 药物 。 例 如 ,2012 年 ,美国 FDA 批准 全 球 首 例 转基因 植物 生产 的 用 于 治疗 戈 谢 病 
(Gaucher's disease) 即 葡萄 糖 脑 背 脂 沉 积 症 的 药物 。 

根据 2013 年 的 数据 ,已 有 36 个 国家 批准 数 千 例 转基因 植物 进入 困 间 试验 ,涉及 的 
植物 种 类 有 40 多 种 ,有 27 个 国家 在 种 植 转基因 农作物 ,其 中 19 个 是 发 展 中 国家 。 

(三 ) 转基因 食品 

以 转基因 生物 为 原料 加 工 生 产 的 食品 就 是 转基因 食品 或 基因 修饰 食品 (genetically 
modified food，GM food) 。 根 据 转 基因 食品 来 源 的 不 同 , 可 分 为 植物 性 转基因 食品 .动物 
性 转基因 食品 和 微生物 性 转基因 食品 ,其 中 以 植物 性 转基因 食品 更 常见 。 例 如 ,1994 年 
和 2015 年 分 别 在 美国 批准 上 市 的 转基因 延 熟 保鲜 西红柿 和 不 容易 生 锈 的 转基因 苹果 ， 
都 属于 植物 性 转基因 食品 ,这 里 的 转基因 苹果 使 用 了 基因 沉默 技术 ,降低 了 导致 苹果 生 
锈 的 多 酚 氧 化 酶 (polyphenol oxidase，PPO) 的 表达 。 

转基因 食品 的 研发 迅猛 发 展 , 产 品 品种 及 产量 也 成 倍增 长 ,但 这 么 多 年 来 ,其 安全 性 
一 直 是 人 们 关注 的 焦点 。 对 于 转基因 食品 的 安全 性 , 目前 学 术 界 还 没有 统一 说 法 ,争论 
的 焦点 在 转基因 食物 是 否 会 产生 毒素 ,是否 可 通过 DNA 或 蛋白 质 诱发 过 敏 反应 .是否 影 
响 抗 生 素 耐 药性 等 方面 。 然 而 ,根据 美国 科学 院 于 2016 年 5 月 发 布 的 一 份 名 叫 " 基 因 工 
程 作 物 : 经 验 与 展望 ”>(Genetically Engineered Crops : Experiences and Prospecets) 的 研究 
报告 ,并 没有 证 据 表 明 转 基因 农作物 对 人 类 或 环境 有 害 。 例 如 ,肥胖 或 2 型 糖尿 病 与 转 
基因 食物 之 间 没 有 任何 相关 性 。 该 报告 指出 ,与 传统 方式 种 植 的 作物 相 比 ,转基因 作物 
并 不 会 为 人 体 健 康 带 来 更 高 的 风险 。 从 总 体 上 来 看 ,转基因 作物 减少 了 农民 的 劳作 时 
间 ,降低 了 杂 草 和 害虫 带 来 的 损失 ,因此 为 农民 节省 了 不 少 费用 。 但 对 于 害虫 控制 .农耕 
活动 和 农业 基础 设施 而 言 ,转基因 既 有 积极 影响 ,也 有 一 些 消 极 影响 。 此 外 ,采用 转基因 
作物 并 没有 让 农业 产量 明显 增加 。 报 告 还 提出 ,目前 商业 化 种 植 的 转基因 作物 主要 是 转 
入 了 抗 虫 或 抵抗 除草 剂 的 基因 。 但 在 未 来 ,利用 这 种 技术 可 以 给 农作物 增加 抗旱 以 及 抵 
抗 高 温 或 低温 的 能 力 , 从 而 帮助 农作物 应 对 气候 变化 问题 。 


五 .基因 治疗 
人 类 疾病 的 基因 治疗 (gene therapy) 是 指 将 人 的 正常 基因 或 有 治疗 作用 的 基因 通过 


一 定 方式 导 和 人体 施 细胞 ,表达 有 功能 的 蛋白 质 ,以 纠正 目的 基因 的 缺陷 或 者 发 挥 治疗 
作用 ,从 而 达到 治 病 目的 的 一 种 治疗 方法 。 

根据 治疗 的 细胞 对 象 ,基因 治疗 分 为 性 细胞 基因 治疗 (germ-line gene therapy) 和 体 
细胞 基因 治疗 (somatic gene therapy) 。 性 细胞 基因 治疗 是 在 患者 的 性 细胞 中 进行 操作 ， 
用 来 彻底 根除 并 使 其 后 代 从 此 再 也 不 会 得 这 种 遗传 疾病 。 以 前 由 于 技术 水 平 有 限 , 难 以 
解决 关键 的 基因 定点 整合 问题 ,加 之 相关 的 伦理 学 问题 ,使 得 性 细胞 基因 治疗 几乎 无 人 问 
津 。 然 而 , 随 着 近 几 年 来 基因 组 编辑 技术 的 发 展 和 成 熟 ,技术 难题 已 不 复 存 在 ,而 伦理 学 
的 禁忌 也 终 被 人 打破 ,所 以 开始 有 关于 性 细胞 基因 治疗 的 报道 。 例 如 ,2017 年 8 月 2 日 ， 
Natzre 在 线 发 表 了 一 篇 题 为 "Correction of apathogenic gene mutation in human ermbryos?” 
的 论文 ,该 论文 首次 报道 了 美国 科学 家 运用 基因 组 编辑 的 方法 ,在 单 细 胞 胚胎 内 ,成 功 地 
将 可 导致 心肌 肥大 征 (hypertrophic cardiomyopathy，HCMD) 的 缺陷 基因 MYBPC3 成 功 的 进 
行 了 纠正 。 不 过 体 细 胞 基因 治疗 仍然 是 当今 基因 治疗 研究 的 主流 。 迄 今 为 止 ,世界 上 接 
受 这 一 疗法 的 患者 已 有 数 千 例 ,说 明 它 具有 较 好 的 可 操作 性 。 但 其 不 足 之 处 在 于 , 它 无 法 
改变 病人 已 有 的 单个 或 多 个 基因 缺陷 的 遗传 背景 ,以 致 在 其 子孙 后 代 中 必然 还 会 有 人 患 病 。 

根据 治疗 途径 ,基因 治疗 可 分 为 体内 (Cin vivo) 基 因 治 疗 和 回 体 (ex vivo) 基 因 治 疗 。 
前 一 种 途径 是 直接 往 人 体 组 织 细胞 中 转移 基因 。 例 如 ,1994 年 美国 科学 家 以 经 过 修饰 
的 腺 病毒 为 载体 ,成 功 地 将 治疗 遗传 性 圳 性 纤维 变性 的 正常 基因 CFTR 导 和 人 到 患者 肺 组 
织 中 。- 而 后 一 种 途径 需要 先 从 病人 体内 获得 某 种 细胞 ,进行 培养 ,在 体外 完成 基因 转移 
后 ,将 成 功 转移 的 细胞 扩 增 培养 ,然后 重新 输入 患者 体内 。 例 如 ,1990 年 9 月 14 日 ,美国 
NIH 的 Michael Blaese 和 W.， French Anderson 使 用 此 途径 ,用 正常 的 腺 苷 脱 氮 酶 
(adenosine deaminase，ADA) 基 因 ,成 功 治愈 一 位 因 ADA 基因 和 缺陷 导致 严重 复合 型 免疫 
缺乏 综合 征 (severe combined immunodeficiency，SCID) 的 名 叫 Ashanti De Silva 的 4 岁 女 
孩 。 现 在 大 部 分 基因 治疗 临床 试验 都 属于 回 体 基因 治疗 ,这 种 方法 虽然 操作 复杂 ,但 效 
果 较 为 可 靠 。De Silva 今天 仍然 健在 ,但 仍然 要 定期 接受 基因 治疗 ,以 维持 她 血液 中 正常 
的 ADA 水 平 。 另 外 ,她 还 有 服用 一 种 经 聚 乙 二 醇 修 饰 过 的 ADA 的 药物 ,这 让 基因 治疗 
真正 的 效果 难以 判断 。 


伽 13-15 1990 年 Dr W. French Anderson 和 Ashanti De Silva 的 合影 


无 论 是 体内 还 是 体外 基因 转移 ,都 需要 一 种 安全 ,高效 和 无 毒 的 载体 将 外 源 基因 人 带 
入 病变 细胞 ,从 而 进入 细胞 核 与 染色 体 DNA 整合 ,并 获得 表达 。 目 前 使 用 的 载体 有 两 
类 :一 类 由 腺 病毒 改造 而 成 ,它们 主要 用 于 体内 基因 治疗 : 另 一 类 由 逆转 录 病 毒 改造 而 
成 ,它们 主要 用 于 回 体 基因 治疗 。 
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合用 这 种 方法 进行 研究 ? 
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六 、 研 究 基因 的 功能 


研究 基因 的 功能 ,除了 可 以 对 基因 的 表达 产物 直接 进行 研究 以 外 ,还 可 以 通过 观察 
和 分 析 破 坏 目标 基因 或 抑制 目标 基因 的 表达 而 造成 的 表 型 变化 来 研究 。 

目前 广泛 用 于 基因 功能 研究 的 方法 有 基因 敲 除 (gene knockout) .基因 逆 减 (gene 
knockdown) 和 显 性 负 性 突变 (dominant negative mutation) 

1. 基因 项 除 

基因 痪 除 是 20 世纪 80 年 代 后 半期 随 DNA 同 源 重组 原理 发 展 起 来 的 一 门 技术 , 它 
是 指 在 分 子 水 平 上 ,使 用 特定 的 手段 ,将 一 个 结构 已 知 但 功能 不 详 的 基因 去 除 ,或 用 其 他 
顺序 相近 的 基因 取代 ,使 原 基 因 功 能 丧失 ,然后 从 整体 观察 实验 生物 的 表 型 变化 ,进而 推 
断 相 应 基因 的 功能 。 这 与 早期 生理 学 研究 中 常用 的 切除 部 分 一 观察 整体 一 推测 功能 的 
思路 相似 。 

现在 基因 痪 除 的 手段 除了 经 典 的 同 源 重 组 以 外 ,还 有 转 座 子 搬入 ,以 及 近 几 年 发 展 
起 来 的 基因 组 编辑 技术 (参看 本 章 第 十 节 基因 组 编辑 技术 ) 。 

基因 痪 除 的 对 象 若是 动物 的 话 , 目 前 最 常用 的 是 小 鼠 ES 细胞 , 它 与 转基因 动物 技术 
很 相似 ,其 基本 步骤 如 下 (图 13 - 16):(1) 构建 重组 基因 载体 ;(2) 用 电 穿孔 或 显 微 注 射 
等 方法 把 重组 DNA 转 和 人 受 体 细胞 核 内 ;(3) 用 选择 培养 基 筛 选 出 重组 体 细胞 ; (4) 将 重 
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侠 13-16 使 用 同 源 重组 进行 基因 敲 除 的 基本 步骤 


组 体 细 胞 转 和 人 胚胎 使 其 生长 成 为 转基因 动物 ; (5) 对 转基因 动物 进行 分 子 生物 学 检测 及 
形态 观察 。 

同 源 重组 进行 基因 殴 除 使 用 的 载体 有 两 类 ,一 类 是 整合 型 载体 (integration vector)， 
另 一 类 是 取代 型 载体 (replacement vector) 。 前 者 含有 一 段 靶 基因 的 片段 和 选择 性 标记 
(通常 是 新 霉 素 抗 性 基因 Neo ) , 它 在 进入 靶 细 胞 后 ,将 自身 插 和 人 到 目的 基因 的 内 部 (是 
和 否 插入 可 用 PCR 确认 ) ,导致 目的 基因 被 破坏 ,并 带 入 Neo" ,因此 可 使 用 新 霉 素 进行 选择 
筛选 ;后 者 也 含有 Neos 基因 ,并 在 此 基因 的 两 侧 各 插入 了 靶 基 因 的 片段 和 单纯 疱疹 病毒 
胸 太 激酶 基因 (herpes simplex virus thymidine kinase, HSVi) , 它 在 进入 靶 细 胞 以 后 ， 
Neos 会 取代 目的 基因 的 一 部 分 ,而 TSVzR 则 被 游离 出 来 ,因此 也 可 以 使 用 新 霉 素 进行 
选择 和 筛选 。 

使 用 取代 型 载体 有 一 个 好 处 ,就 是 可 以 使 用 含有 新 霉 素 和 两 氧 岛 苷 (gancyclovir， 
GCV) 的 培养 基 将 载体 发 生 随 机 整合 的 细胞 史 除 ,因为 随机 整合 的 细胞 既 表 达 Neo ,又 
表达 万 SViA,HSVTK 可 将 GCYV 转化 为 有 毒 的 药物 ,从 而 杀 死 细胞 。 

目前 ,基因 毅 除 的 应 用 领域 主要 有 :(1) 建立 人 类 疾病 的 转基因 动物 模型 ,为 医学 研 
究 提 供 材料 。 现 在 ,各 种 基因 病 除 小 鼠 已 成 为 研究 不 同 疾病 的 发 生机 理 及 诊断 治疗 的 重 
要 实验 材料 。 例 如 ,在 1989 年 囊 性 纤维 变性 的 致 病 基因 (CEFTR) 被 成 功 克隆 以 后 ,1992 
年 成 功 建立 了 CFTR 基因 被 敲 除 的 小 鼠 , 为 吉 性 纤维 化 变性 的 基因 治疗 提供 了 良好 的 动 
物 模型 ,在 顺利 通过 了 基因 治疗 的 动物 试验 后 ,于 1993 年 开始 临床 试验 ,并 获得 成 功 。 
(2) 改造 动物 基因 型 ,鉴定 新 基因 和 /或 其 新 功能 ,这 在 发 育 生 物 学 研究 中 特别 有 用 。 深 
和 人 研究 基因 殴 除 小 鼠 在 胚胎 发 育 及 生命 各 时 期 的 表现 ,可 以 得 到 有 关 基 因 在 生长 发 育 中 
的 作用 的 详细 信息 ,进而 搞 清 楚 它 的 功能 。 例 如 , 目前 人 类 基因 组 研究 多 由 新 基因 序列 
的 筛选 检测 人 手 , 进 而 用 基因 除 法 在 小 鼠 上 观察 该 基因 缺失 引起 的 表 型 变化 。 目 前 已 
报道 了 多 种 学 习 或 记忆 等 有 缺陷 的 基因 殴 除 动物 ,从 而 发 现 了 多 种 在 学 习 、 记 忆 的 形成 
过 程 中 必需 的 基因 。 

2. 基因 癌 减 

基因 敲 减 也 称 为 基因 抑制 , 它 是 一 项 降低 或 者 抑制 一 种 生物 的 某 个 或 某 些 基因 表达 
的 技术 ,以 区 别传 统 的 “基因 毅 除 ”。 敲 减 的 手段 可 以 在 DNA 水 平 上 通过 对 DNA 的 修 
饰 来 抑制 基因 的 转录 ,也 可 以 使 用 人 工 设计 的 核 酶 (主要 是 锤 头 核 酶 ) 定 向 切割 特定 的 目 
标 基 因 转 录 出 来 的 mRNA, 或 者 在 翻译 水 平 上 通过 RNAI 技术 或 依赖 于 核糖 核酸 酶 五 
的 反 义 核酸 技术 来 抑制 特定 mRNA 的 翻译 。 如 果 是 在 DNA 水 平 上 进行 基因 散 减 ,就 可 
以 将 其 与 转基因 技术 结合 起 来 ,得 到 转基因 逆 减 生物 ,这 种 生物 以 及 它 的 后 代 个 体内 的 
某 个 基因 或 者 某 些 基 因 与 正常 的 生物 相 比 , 表 达 量 大 大 减少 。 如 果 是 在 翻译 水 平 上 的 而 
减 , 那 引起 基因 表达 抑制 的 效应 通常 是 暂时 的 ,这 一 般 称 为 瞬间 散 减 (transient 
knockdowny) 。 

传统 的 基因 获 除 的 方法 是 让 一 个 DNA 片段 从 染色 体 完 全 噜 除 ,或 者 让 一 个 基因 在 
某 个 生物 体内 完全 灭 活 , 这 等 于 是 让 这 个 生物 完全 丧失 了 原来 的 基因 ,与 缺失 这 个 基因 
是 一 样 的 。 而 与 基因 敲 除 不 同 的 是 ,基因 贡 减 却 保留 了 原来 的 基因 ,只 是 抑制 原来 基因 
的 表达 。 但 无 论 是 基因 痪 除 , 还 是 基因 涡 减 ,都 影响 到 基因 的 表达 ,所 以 都 会 导致 被 敲 除 
的 或 者 毅 减 的 生物 在 表 型 上 发 生 改 变 , 借 此 可 以 用 来 研究 一 个 基因 的 功能 。 

现在 用 得 最 多 的 是 基于 RNAi 的 基因 效 减 。 这 种 殴 减 策略 几乎 适用 于 所 有 动 物 和 
植物 ,经 过 改进 后 可 使 特异 组 织 中 的 基因 表达 沉默 ,而 且 可 以 设计 特定 的 RNAi 在 生物 的 
发 育 期 或 成 年 期 的 任何 时 间 打 开 或 关闭 。 如 果 将 这 些 特点 与 药物 开发 技术 和 其 他 方法 结 
全 起 来 ,就 可 以 发 现 大 量 关 于 基因 如 何 影 响 一 种 生物 体 正常 生理 和 病理 过 程 的 信息 。 

3， 显 性 负 性 突变 

此 方法 是 通过 基因 转移 将 突变 的 目标 蛋白 基因 引入 到 体内 ,使 其 在 特定 细胞 内 过 量 
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表达 ,以 阻 断 正常 蛋白 质 的 功能 ,造成 生物 表 型 的 变化 ,从 而 推断 野生 蛋白 质 的 功能 。 
七 .寻找 未 知 基因 


基因 克隆 不 仅 可 以 使 人 类 对 已 知 的 基因 进行 各 式 各 样 的 研究 ,还 为 我 们 寻找 和 鉴定 
新 基因 提供 了 一 种 十 分 有 效 的 途径 。 寻 找 新 基因 的 途径 可 以 从 基因 的 终 产 物 着 手 , 也 可 
以 直接 在 核酸 水 平 上 进行 。 

(一 ) 从 基因 的 终 产物 开始 鉴定 新 基因 

这 种 途径 是 在 得 到 一 个 基因 产物 的 基础 上 进行 的 ,以 一 个 未 知 的 蛋白 质 基因 为 例 ， 
如 果 先 分 离 .纯化 到 这 种 新 的 蛋白 质 或 者 它 的 降解 片段 ,就 可 确定 它 的 部 分 氨基 酸 序列 ， 
然后 根据 遗传 密码 子 表 , 反 推出 编码 它 的 核 苷 酸 序列 并 进行 人 工 合成 ,作为 探 针 从 
cDNA 文库 或 基因 库 中 挑 出 原始 的 基因 。 然 而 ,许多 和 蛋白质 ( 如 控制 发 育 的 基因 编码 的 
蛋白 质 ) 在 细胞 内 的 量 微乎其微 ,想得到 它 的 纯 品 极为 困难 ,因此 ,这 条 鉴定 新 基因 的 途 
径 难 成 气候 。 

(二 ) 从 核酸 水 平 上 寻找 新 基因 

随 着 基因 组 学 的 兴起 和 发 展 , 人 们 得 到 各 种 生物 基因 组 的 全 部 序列 和 部 分 序列 ,从 
这 些 已 知 DNA 序列 中 得 到 新 基因 成 为 研究 人 员 的 一 大 目标 。 但 是 ,由 于 基因 结构 的 复 
杂 性 和 多 样 性 ,很 难 建立 一 种 通用 的 捷径 或 法 则 来 鉴别 新 基因 ,只 能 是 八仙 过 海 , 各 显 神 
通 ,总 结 起 来 主要 有 以 下 几 种 方法 : 

(1) 根据 同 源 序列 搜索 和 寻找 。 不 同 物种 之 间 功 能 相同 或 相近 的 基因 其 序列 往往 
有 一 定 程度 的 相似 性 ,物种 的 末 缘 关系 越 近 , 相 似 度 越 高 ,因此 ,如 果 某 一 物种 的 某 一 种 
蛋白 质 的 基因 已 知 ,就 可 以 以 它 的 核 苷 酸 序列 为 探 针 ,在 其 他 物种 的 基因 组 文库 和 
cDNA 文库 中 调 出 同 源 的 基因 。 如 果 得 到 一 段 新 的 核 苷 酸 序列 ,就 可 以 使 用 专门 的 软件 
(如 Blast 或 Bioedit) 在 世界 上 共享 的 基因 库 ( 如 Genbank) 中 寻找 同 源 的 序列 ,以 初步 判 
断 它 是 不 是 属于 一 种 新 基因 的 序列 。 

(2) 基因 标签 法 。 此 方法 的 原理 是 通过 插 人 一 段 外 源 DNA 作为 标签 ,到 一 个 基因 
内 部 或 靠近 这 个 基因 的 位 置 ,由 于 基因 的 结构 被 破坏 或 表达 受到 干扰 , 即 可 能 引起 某 种 
表 型 变化 ,由 此 从 突变 体 中 可 能 分 离 到 目的 基因 。 基 于 玉米 的 Ace/Ds 转 座 系统 的 转 座 
子 标 签 法 及 工 - DNA 插 人 突变 是 两 种 常用 的 标签 法 , Witham 等 就 利用 Ac 转 座 子 插入 
突变 成 功 地 分 离 到 抗 烟草 花 叶 病毒 的 N 基因 。 

(3) 消减 杂交 和 抑制 性 消减 杂交 技术 。 消 减 杂 交 (subtractive hybridization) 最 早 用 
于 寻找 因 缺 失 而 导 致 遗传 性 疾病 的 相关 基因 。 其 后 ,有 人 将 其 应 用 于 两 个 不 同 的 cDNA 
文库 (分 别 来 自 健康 和 病变 的 细胞 ) ,让 两 者 变性 后 再 进行 杂交 。 然 后 ,采用 亲 和 素 -生物 
素 结合 或 羟基 础 灰 石 层 析 分 离 未 杂交 的 部 分 ,由 此 获得 呈 差 异 表 达 的 基因 片段 。 该 技术 
的 主要 缺陷 在 于 无 法 对 低 丰 度 表 达 的 基因 进行 克隆 。 

(4) 差异 显示 PCR 技术 (differential display PCR，DD - PCR) 。 该 技术 的 原理 和 主 
要 流程 是 :首先 抽取 组 织 样品 中 的 mRNA, 然 后 ,以 3 -端的 12 对 带 有 守 聚 dT 的 锚 定 引 
物 进 行 逆转 录 反 应 ;再 以 锚 定 引物 和 5 -端的 20 种 随机 引物 进行 PCR 扩 增 ,并 在 反应 体 
系 中 加 入 同位 素 标记 的 dATP 以 标记 扩 增 产物 ;在 对 PCR 扩 增 产物 作 电泳 分 析 后 回收 
差异 条 带 , 再 以 之 为 模板 进行 第 二 轮 扩 增 ;最 后 ,对 第 二 轮 扩 增产 物 进行 杂交 鉴定 .测序 ， 
获得 差异 显示 表达 序列 标签 (EST) ,以 获得 新 基因 。 

DD- PCR 技术 可 快速 地 对 多 个 样本 进行 比较 ,非常 适合 用 于 对 处 于 疾病 不 同 发 展 
阶段 或 处 于 不 同 发 育 阶 段 的 生物 样本 进行 比较 研究 。 

(5) RNA 随机 引物 聚合 酶 链 式 反应 (RNA arbitrarily primed PCR，RAP - PCR) 。 
该 技术 与 DD - PCR 十 分 相似 ,但 只 使 用 随机 引物 ,因此 ,能 够 将 不 含有 多 聚 A 尾巴 的 
mRNA 也 能 逆转 录 出 来 。 


(6) 外 显 子 捕获 (exon trapping) 。 此 项 技术 专门 用 来 鉴定 一 段 基因 组 DNA 内 属于 
一 个 表达 基因 部 分 的 外 显 子 区 域 。 其 原理 是 :将 基因 组 序列 克隆 到 专门 的 载体 上 , 插 和 人 
位 点 在 一 个 内 含 子 内 部 ,而 这 个 内 含 子 两 侧 是 外 显 子 ,此 重组 载体 在 一 个 强 启动 子 驱 动 
下 表达 。 如 果 被 克隆 的 基因 组 片段 含有 外 显 子 , 那 外 显 子 就 会 在 随后 的 转录 物 剪接 反应 
中 被 保留 ,使 原来 mRNA 的 大 小 发 生 改 变 , 从 而 被 检测 出 来 。 

(7) 与 CpG 岛 有 关 的 技术 。CpG 岛 广 泛 存在 于 真 核 生 物 的 基因 组 中 ,许多 存在 于 管 
家 基因 的 周围 ,有 的 一 直 延 伸 到 基因 的 第 一 个 外 显 子 内 。 利 用 这 个 性 质 , 可 以 以 CpG 岛 
周围 的 序列 作为 探 针 , 从 基因 组 文库 中 获得 新 基因 。 也 可 以 CpG 鸟 周 围 序列 和 其 他 标 
记 序 列 设计 引物 (如 ALzx 序列 ) ,使 用 PCR 调 出 可 能 的 新 基因 。 

(8) 叭 菌 体 展示 (phage display) 。 该 技术 诞生 于 20 世纪 的 80 年 代 中 期 ,是 一 种 将 基 
因 表 达 和 表达 产物 亲 和 选 择 相 结合 的 技术 。 其 基本 原理 是 将 外 源 DNA 片段 插入 丝 状 鸣 
菌 体 编码 外 壳 蛋 白 的 基因 下 焉 或 PW 中 ,从 而 使 外 源 基因 编码 的 多 肽 或 蛋白 质 与 外 壳 蛋 
白 以 融合 蛋白 的 形式 展示 在 噬菌体 表面 ,被 展示 的 多 肽 或 蛋白 质 可 保持 相对 独立 的 空间 
结构 和 生物 活性 。 该 技术 将 蛋白 质 分 子 的 表 型 和 基因 型 巧妙 地 结合 于 丝 状 只 菌 体 这 样 
一 个 便于 对 其 进行 一 系列 生化 和 遗传 操作 的 载体 平台 上 ,从 而 大 大 简化 了 蛋白 质 分 子 表 
达 文 库 的 筛选 和 鉴定 。 

(9) 酵母 双 杂 交 系 统 。 该 技术 可 用 来 筛选 和 已 知 蛋白 相互 作用 的 未 知 蛋 白 的 基因 
(原理 见 后 ) 。 


第 四 节 “聚合 酶 链 式 反应 


聚合 酶 链 式 反 应 (PCR) 是 一 种 在 体外 特异 性 扩 增 特定 DNA 序列 或 片段 的 方法 ,由 
美国 科学 家 Kary Mullis 于 1984 年 所 发 明 - 

PCR 的 原理 并 不 复杂 :理论 上 ,DNA 分 子 数 目 经 复制 呈 指 数 增长 ,如 果 提 供 足 够 的 
引物 和 dNTP,1 分 子 DNA 复制 次 后 ,就 可 产生 2" 个 DNA 分 子 。 但 与 体内 DNA 复制 
不 一 样 的 是 :PCR 的 解 链 反应 使 用 的 是 热 变 性 , 而 不 是 解 链 酶 ;PCR 使 用 的 引物 是 人 工 
合成 朝 聚 DNA, 而 不 是 像 体 内 由 引发 酶 合成 的 RNA; 为 了 提高 DNA 聚合 酶 的 稳定 性 ， 
PCR 使 用 的 是 耐 热 的 DNA 聚合 酶 。 

整个 PCR 反应 由 多 个 循环 组 成 ,循环 次 数 为 30 一 40 次 。 每 循环 一 次 ,DNA 复制 一 
次 。 每 一 个 循环 由 三 步 反 应 组 成 (图 13 - 17):(1) DNA 变性 一 一 采取 热 变性 ,使 模板 
DNA 在 95 忆 左 右 的 高 温 下 解 链 ;(2) 退火 一 一 降低 温度 (通常 在 50 CC 一 65 忆 ) ,以 使 引 
物 与 模板 DBDNA 配 对 ;(3) 延伸 反应 一 一 在 DNA 聚合 酶 催化 下 的 ,在 引物 的 3 - 端 合成 
DNA,, 温 度 通 常 在 72 左 右 。 在 循环 结束 以 后 ,一 般 还 有 一 步 专门 的 延伸 反应 ,大 概 持 
续 10 一 30 分 钟 ,以 尽 可 能 获得 完整 的 产物 ,这 对 以 后 的 克隆 或 测序 反应 特别 重要 。 最 后 
得 到 的 PCR 产物 可 以 通过 常规 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 进行 鉴定 分 析 ( 图 13 - 18) 。 

一 个 标准 的 PCR 反应 系统 包括 :DNA 模板 . 耐 热 的 DNA 聚合 酶 (如 Tad DNA 聚合 
酶 ) 一 对 寡 聚 脱氧 核 苷 酸 引 物 `4 种 dNTP、 合 适 浓度 的 Mg ”和 一 定 体积 的 缓冲 液 等 。 
人 工 合成 引物 的 序列 设计 是 PCR 成 功 的 关键 , 现 有 专门 的 软件 (如 Primer Premier 5. 0) 
可 以 辅助 设计 合适 的 引物 。 虽 然 理论 上 说 ,产物 量 应 该 呈 指 数 增加 ,但 是 ,实际 上 由 于 底 
物 和 引物 的 消耗 以 及 酶 的 失 活 等 因素 ,产物 量 并 不 能 够 始终 以 指数 增加 ,但 通常 实验 获 
得 目的 序列 10 一 10" 倍 的 扩 增 产物 并 不 困难 ,因此 PCR 具有 高 度 的 灵敏 度 。 此 外 ,由 于 
引物 与 模板 的 配对 是 特异 的 ,因而 PCR 也 具有 高 度 的 特异 性 。 

PCR 自 诞生 以 后 , 即 引起 了 人 们 的 高 度 关注 。 如 今 ,该 技术 已 渗透 到 生命 科学 几乎 
每 一 个 领域 ,并 进行 了 各 种 形式 的 扩展 改进 和 优化 ,例如 逆转 录 PCR (reverse 
transcription PCR,RT- PCR) 、 反 回 PCR(Cinverse PCR) 、 梨 式 PCRCnested PCR) .递减 
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标准 DNA PCR 片 段 
分 子 量 标记 


个 13- 18 PCR 产物 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 


PCR(CTD-PCR) 、 原 位 PCR(CIn situ PCR) 菌落 PCR(Ccolony PCRD) 、 简 并 PCR(Cdegenerate 
PCR) 多重 PCRCmultiplex PCR) ,不 对 称 PCR(asymmetric PCR ) . 热 不 对 称 交 错 PCR 
(thermal asymmetric interlaced PCR ,TAIL - PCR) .标记 PCR(LP - PCR) 和 实时 定量 
PCR(Cquantitative reahtime PCR，Q-PCR) 等 。 


一 、RI- PCR 


RT- PCR 首先 需要 将 mRNA 逆转 录 成 EDNA, 然 后 利用 特定 引物 直接 以 反 转 录 得 
到 的 cDNA 为 模板 , 进行 PCR 扩 增 反应 ,得 到 所 需要 的 基因 片段 。 这 项 技术 结合 了 
cDNA 合成 和 了 PCR 扩 增 这 两 种 方法 , 反 转 录 的 模板 可 以 是 细胞 的 总 RNA 或 总 mRNA， 
逆转 录 后 的 PCR 反应 可 以 直接 用 反 转 录 产 生 的 单 链 cDNA 作为 模板 ,不 必 再 转变 成 双 
链 cDNA。 逆 转录 的 引物 可 以 用 寡 聚 dT, 也 可 以 用 特定 引物 或 随机 引物 。 

RT- PCR 的 具体 操作 通常 可 以 分 为 一 步 法 和 两 步 法 ,一 步 法 是 指 逆转 录 和 PCR 在 
同一 个 反应 管 、 同 一 个 缓冲 溶液 体系 中 完成 ;两 步 法 是 指 在 逆转 录 完 成 后 ,取出 少量 产物 
作为 下 一 步 PCR 反应 的 模板 。RT- PCR 为 分 离 特定 的 EDNA 基因 提供 了 一 种 通用 、 快 


速 的 实验 手段 。 由 于 该 方法 可 以 省 去 mRNA 的 分 离 纯化 ,也 是 检测 mRNA 转录 水 平 的 
简便 方法 。 传 统 分 离 cDNA 的 方法 是 首先 构建 cDNA 文库 ,然后 通过 核酸 探 针 或 抗体 
(对 表达 文库 而 言 ) 进 行 杂 交 筛 选 ,获得 若干 的 阳性 克隆 ,这些 克 隆 中 的 cDNA 序列 有 可 
能 相同 或 部 分 重 春 ,对 这 些 序列 进行 拼接 可 以 获得 全 长 的 cDNA 序列 。 相 比 之 下 ,RTI- 
PCR 的 方法 虽然 可 以 直接 从 总 RNA 或 mRNA 得 到 特异 性 的 cDNA 片段 ,但 由 于 多 种 
因素 的 限制 ,得 到 的 通常 是 全 长 cDNA 的 部 分 序列 。 要 获得 5 - 端 与 3 - 端 完 整 的 
cDNA, 在 RT- PCR 之 后 往往 还 需要 进行 cDNA 未 端的 扩 增 CRapid Amplification of 
cDNA Ends,RACE)。 依 据 扩 增 的 末端 不 同 ,分 别 简称 5 - RACE 与 3 - RACE。5 '- 
RACE 与 3- RACE 仍然 建立 在 PCR 的 基础 之 上 ,但 不 同 的 是 由 于 需要 扩 增 的 序列 末端 
未 知 ,因而 PCR 的 两 个 引物 只 有 一 个 是 特异 性 的 而 另 一 个 不 具备 特异 性 。 由 于 真 核 生 
物 mRNA 的 3 - 端 一 般 有 多 聚 和 尾巴 ,因此 ,3-RACE 首先 以 多 聚 工 为 逆转 录 引 物 合成 
3 - 端 完 整 的 EDNA 第 一 条 链 ,后 面 的 PCR 反应 可 以 用 多 聚 工作 为 一 个 引物 ,而 另 一 
引物 为 序列 特异 性 的 。 真 核 生 物 mRNA 5 - 端 缺乏 类 似 于 多 聚 A 的 通用 序列 ,因而 在 用 
基因 特异 性 的 引物 合成 好 5 = 端 完整 的 cDNA 第 一 条 链 后 ,需要 通过 未 端 转移 酶 的 作用 ， 
在 cDNA 第 一 条 链 的 5 - 端 加 上 多 聚 C 的 序列 ,这 样 在 下 面 的 PCR 反应 中 ,可 以 用 多 聚 
G 作为 非特 异性 引物 与 另 一 条 基因 内 部 的 特异 性 引物 一 起 ,合成 5 -端的 cDNA 序列 。 


二 \、 反 向 PCR 


这 种 PCR 需要 选择 1 个 在 已 知 序列 中 缺乏 .但 在 其 两 侧 都 存在 的 RE 切 点 ,用 相应 
的 RE 切割 ,再 用 连接 酶 将 酶 切片 段 环 化 ,使 得 已 知 序 列 位 于 环 状 分 子 上 ,根据 已 知 序 列 
的 两 端 序列 设计 1 对 引物 ,以 环 状 分 子 为 模板 进行 PCR, 就 可 以 扩 增 出 位 于 已 知 序列 两 
侧 的 未 知 序列 ,由 于 引物 方向 与 正常 PCR 所 用 的 正好 相反 , 故 称 反 向 PCR。 

反 向 PCR 用 于 扩 增 已 知 序列 两 端的 未 知 DNA 序列 。 


三 、 巢 式 PCR 


这 种 PCR 需要 进行 二 步 扩 增 ,第 二 步 扩 增 需 使 用 另外 一 对 引物 ,并 另行 设置 反应 体 
系 。 第 二 对 引物 的 位 置 位 于 第 一 步 扩 增 引物 的 内 侧 , 用 第 一 步 扩 增产 物 做 模板 ,进行 第 
二 步 扩 增 , 这样 只 有 第 一 步 扩 增 中 特异 的 扩 增 片段 才能 被 二 级 引物 扩 增 到 。 

集 式 PCR 除了 可 以 富 集 特 定 产物 以 外 ,还 提高 了 最 终 产物 的 特异 性 。 一 般 应 用 于 
动物 病源 基因 的 鉴别 ,如 梅毒 螺旋 体 `HIV 和 肿瘤 基因 等 。 


四 、 递 减 PCR 


这 种 PCR 需要 每 隔 一 个 循环 即 降低 1 度 退 火 反 应 温度 ,直至 达到 “递减 ” 
(touchdown) 退 火 温 度 ,然后 以 此 退火 温度 再 进行 10 个 左右 的 循环 。 该 方法 最 初出 现 是 
为 了 避 开 确定 最 佳 退火 温度 而 进行 的 复杂 的 反应 优化 过 程 。 正 确 和 非 正确 退火 温度 之 
间 的 任何 差异 ,将 造成 每 个 循环 PCR 产物 量 的 两 倍 差异 (每 度 造成 4 倍 差异 )。 因 此 相 
对 于 非 正 确 产 物 ,正确 的 产物 可 以 得 到 富 集 。 


五 \ 原 位 PCR 


这 种 PCR 在 组 织 或 细胞 标本 片上 直接 进行 ,对 其 中 的 靶 DNA 进行 扩 增 ,通过 参 入 
标记 基 团 直接 显 色 或 结合 原 位 杂交 进行 检测 的 方法 。 其 基本 步 又 是 :组 织 切片 或 细胞 固 
定 一 蛋白酶 消化 -> 原 位 PCR 扩 增 ~ 冲洗 -> 产物 检测 。 

使 用 原 位 PCR ,可 对 细胞 内 特定 靶 基 因 序 列 进行 定位 。 


六 \ 菌 落 PCR 
这 种 PCR 可 不 必 提取 基因 组 DNA, 不 必 酶 切 鉴 定 ,而 是 直接 以 菌 体 热 解 后 暴露 的 


第 十 三 章 “分子 生物 学 方法 


563 


564 


DNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ,省 时 省 力 。 此 法 设计 引物 很 关键 。 如 果 是 定向 克隆 ,一般 
就 用 载体 上 的 通用 引物 即 可 ,最 后 的 PCR 产物 大 小 是 载体 通用 引物 之 间 的 插入 片断 大 
小 ;如 果 是 非 定 向 克隆 ,一 条 引物 用 载体 ,一 条 引物 用 目的 基因 上 的 ,这 样 就 可 以 比较 方 
便 的 鉴定 了 ,而 且 错 误 概 率 很 低 。PCR 条 件 的 选择 接近 最 佳 , 同 时 挑 取 的 菌 体 不 宜 太 多 ， 
否则 会 有 非特 异性 扩 增 。 


七 \ 简 并 PCR 


这 种 PCR 根据 氨基 酸 序 列 设计 两 组 带 有 一 定 简 并 性 的 引物 库 , 从 不 同 物 种 中 扩 增 
出 未 知 碱 基 序 列 的 基因 。 简 并 引物 库 是 由 一 组 引物 构成 的 ,这 些 引物 有 很 多 相同 碱 基 ， 
但 在 序列 的 若干 位 置 也 有 很 多 不 同 的 碱 基 , 只 有 这 样 才 会 和 多 种 同 源 序 列 发 生 退 火 , 以 
扩 增 出 特定 基因 序列 。 

利用 简 并 PCR 可 发 现 新 基因 或 基因 家 族 。 


八 . 多重 PCR 


即 复合 PCR , 它 是 在 同一 RCR 反应 体系 里 ,加 上 二 对 以 上 引物 ,同时 扩 增 出 多 个 核 
酸 片段 的 PCR 反应 ,其 反应 原理 、 反 应 试剂 和 操作 过 程 与 一 般 PCR 相同 ,但 必须 保证 多 
对 引物 之 间 不 形成 引物 二 聚 体 .引物 与 目标 模板 区 域 具有 高 度 特异 性 。 

多 重 PCR 应 用 于 基因 诊断 ,对 与 疾病 相关 的 基因 进行 扩 增 检测 。 


九 、 不 对 称 PCR 


此 种 PCR 所 使 用 的 2 个 引物 的 含量 不 同 , 其 浓度 比 为 50 : 1 或 100 : 1, 前 12 个 循 
环 两 条 模板 等 量 扩 增 ,之 后 低 浓 度 引 物 消 耗 殖 尽 , 其 扩 增 产物 减少 至 无 。 而 高 浓度 引物 
扩 增 的 产物 逐渐 增加 ,可 得 到 大 量 单 链 DNA。 产 生 的 单 链 DNA, 可 进行 序列 分 析 。 


十 、 热 不 对 称 交 错 PCR 


此 种 PCR 需要 利用 目标 序列 旁 的 已 知 序 列 , 设 计 3 个 藤 套 的 特异 性 引物 ( 约 20 
bp) 一 一 sp1 .sp2 和 sp3, 用 它们 分 别 和 1 个 具有 低 Tm 值 的 短 的 随机 简 并 引物 ( 约 14 bp) 
相 组 合 , 以 基因 组 DNA 为 模板 ,根据 引物 的 长 得 和 特异 性 的 差异 设计 不 对 称 的 温度 循 
环 。 总 共 分 3 次 反应 :第 一 次 反应 包括 5 次 高 特异 性 (使 spl 与 已 知 的 序列 退火 并 延伸 ， 
增加 了 目标 序列 的 浓度 )、1 次 低 特异 (使 简 并 引物 结合 到 较 多 的 目标 序列 上 )、10 次 较 低 
特异 性 反应 (使 2 种 引物 均 与 模板 退火 ) 和 12 个 热 不 对 称 的 超级 循环 。 随 后 进行 12 次 
超级 循环 。 经 上 述 反 应 得 到 不 同 浓度 的 3 种 类 型 产物 :特异 性 产物 ( 工 型 ) 和 非特 异性 产 
物 ( 开 型 和 严 型 )。 第 二 次 反应 则 将 第 一 次 反应 的 产物 稀释 一 千 倍 后 再 作 模 板 , 通 过 10 
次 热 不 对 称 的 超级 循环 ,选择 地 扩 增 特异 性 产物 ,而 使 非特 异 产物 含量 极 低 。 第 三 次 反 
应 又 将 第 二 次 反应 的 产物 稀释 作 模板 ,再 设置 普通 的 PCR 反应 或 热 不 对 称 超 级 循环 , 通 
过 上 述 3 次 PCR 反应 可 获得 与 已 知 序列 邻近 的 目标 序列 。 

由 于 热 不 对 称 交错 PCR 能 有 效 控制 由 随机 引物 引发 的 非特 异 产物 的 产生 ,可 成 功 地 
从 突变 体 中 克隆 到 外 源 插 入 基因 的 旁 侧 序列 ,从 而 为 启动 子 的 克隆 提供 了 有 效 的 新 方法 。 


十 一 、 标 记 PCR 


利用 放射 性 同位 素 或 荧光 染料 对 PCR 引物 的 5 - 端 进行 标记 ,用 来 检测 靶 基 因 是 否 
存在 。 有 色 互 补 PCRCCCA - PCR) 是 其 中 的 一 种 , 它 用 不 同 颜色 的 荧光 染料 标记 引物 的 
5 - 端 , 故 扩 增 后 的 靶 基 因 序 列 分 别 在 两 端 带 有 不 同 颜色 的 荧光 ,通过 电泳 或 离心 沉淀， 
肉眼 就 可 根据 不 同 荧光 的 颜色 判定 靶 序列 是 否 存 在 及 其 扩 增 情况 。 

此 法 可 用 来 检测 基因 的 突变 ,染色 体重 排 或 转 位 ,基因 缺失 及 微生物 的 型 别 鉴定 等 。 
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十 二 、 实 时 定量 PCR 


细胞 内 各 种 基因 的 表达 水 平 会 随 着 内 部 或 外 部 因素 的 变化 而 改变 ,mRNA 水 平 的 
高 低 通常 是 这 种 变化 最 直接 的 体现 。Northern 杂交 可 以 直观 地 反映 出 细胞 内 不 同 
mRNA 的 含量 ,但 是 操作 复杂 而 且 不 能 精确 定量 mRNA 水 平 的 微小 变化 。 相 比较 而 言 ， 
RT- PCR 可 以 迅速 简便 的 检测 出 mRNA 水平 的 变化 而 且 灵 人 敏 度 也 比 Northern 杂交 更 
高 ,但 是 RT- PCR 本 身 由 两 个 酶 促 反应 组 成 ,而 且 由 于 PCR 本 身 的 特点 , 极 小 的 模板 差 
异 都 会 造成 最 终 产物 的 极 大 差别 ,这 些 都 会 影响 到 实验 结果 的 准确 性 , 而 定量 PCR 的 方 
法 则 可 以 最 大 程度 地 避免 上 述 问 题 。 定量 PCR 包括 竞争 性 定量 PCR (competitive 
quantitative PCR) 和 实时 定量 PCR (realtime quantitative PCR ) 两 种 ,这 里 仅 介 绍 荧光 实 
时 定量 PCR。 

荧光 实时 定量 PCR 的 基本 原理 有 两 个 :一 是 对 PCR 反应 中 每 一 个 循环 的 反应 产物 
进行 实时 检测 并 记录 下 来 ;二 是 用 于 检测 PCR 产物 实时 检测 的 荧光 染料 标记 在 一 段 可 
以 与 单 链 PCR 产物 (模板 7 特异 性 杂交 的 探 针 上 ,并 且 处 在 淳 灭 状 态 , 只 有 当 探 针 与 模板 
特异 性 结合 以 后 才 有 可 能 释放 出 荧光 信和 号 ,要 做 到 这 一 点 可 以 有 多 种 方法 ,这 里 仅 介绍 
两 种 。 其 一 是 选取 PCR 上 下 游 引 物 之 间 的 一 段 序 列 作为 探 针 ,并 在 探 针 的 5 - 端 标记 上 
荧光 基 团 ,3 - 端 标记 上 相应 的 六 灭 基 团 ,由 于 两 个 基 团 靠 得 很 近 , 构 成 荧光 能 量 传递 的 
关系 ,没有 荧光 信和 号 产生 。 在 每 一 个 循环 的 退火 过 程 中 ,该 探 针 可 以 与 模板 相 结合 , 随 后 
的 延伸 反应 中 , 当 引 物 合成 至 探 针 与 模板 结合 处 时 , Taq 酶 的 5 -外 切 酶 活性 可 以 降解 探 
针 的 5 - 端 ,并 因此 使 荧光 基 团 与 入 灭 基 团 分 离 ,释放 荧光 。 理 论 上 每 合成 一 次 新 链 就 有 
一 次 荧光 信和 号 释放 (图 13 - 19) 。 另 一 种 方法 中 , 探 针 片段 在 游离 状态 下 呈 茎 环 结构 ,其 
中 葵 的 部 分 一 般 是 5 一 7 个 高 GC 含量 的 核 苷 酸 , 环 的 部 分 是 15 一 30 个 可 以 与 PCR 模板 
互补 的 核 苷 酸 序列 ,而 且 探 针 的 5 -和 3 一 端 分 别 标记 有 荧光 报告 基 团 和 深 灭 基 团 ,由 于 
这 两 个 基 团 处 在 葵 的 结构 中 , 靠 得 很 近 , 没有 荧光 信号 产生 。 在 PCR 每 一 个 循环 的 变性 
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过 程 中 ,处 于 葵 环 结构 的 探 针 被 打开 ,并 在 退火 过 程 中 与 模板 结合 ,使 报告 基 团 远 离 六 灭 
基 团 并 释放 荧光 信号 ,因而 荧光 强度 与 被 扩 增 的 模板 量 成 正比 。 

无 论 哪 种 方法 ,每 一 轮 循 环 中 PCR 的 产 出 量 都 以 效 光 信和 号 的 形式 被 PCR 仪 的 光学 
检测 系统 记录 下 来 ,在 某 一 循环 中 荧光 信号 的 强度 达到 预先 设 定 的 国 值 时 ,此 时 循环 数 
称 为 靖 值 的 循环 数 (threshold cycle，CT) ,显然 CT 值 与 起 始 的 模板 量 成 反比 ,起 始 的 
PCR 模板 量 越 多 ,CT 值 就 越 小 。 如 果 要 准确 定量 的 话 , 需 要 做 出 标准 曲线 ,以 CT 值 为 
纵 坐 标 ,起 始 模板 数 为 横 坐 标 作 图 。 

常规 PCR 的 产物 在 理论 上 呈 指 数 级 增长 ,而 在 实际 反应 中 ,由 于 底 物 浓度 、. 酶 活性 
等 条 件 的 变化 ,在 循环 数 不 断 增加 时 ,反应 进入 平台 期 ,PCR 产物 不 再 呈 指 数 级 增长 。 欧 
光 实 时 定量 PCR 的 优点 在 于 它 避 免 了 常规 PCR 的 平台 效应 对 起 始 模板 量 和 最 终 产物 
量 之 间 相 关 性 的 干扰 。 它 的 另 一 个 优点 是 只 有 正确 的 扩 增 产物 才能 和 用 于 定量 的 探 针 
结合 并 产生 荧光 信号 ,这样 就 避免 了 假 阳 性 污染 ,对 于 临床 诊断 等 工作 特别 有 效 。 

可 以 说 ,PCR 的 用 途 越 来 越 广 , 综 合 起 来 , 它 主要 应 用 在 以 下 一 个 方面 :(1) 基因 或 
基因 片段 的 克隆 和 鉴定 ;(2) 基因 诊断 ;(3) 亲子 鉴定 (paternity testing); (4) 随机 突变 和 
定点 突变 (参看 蛋白 质 工 程 ); (5) 基因 表达 差异 定量 ; (6) 确定 未 知 基因 表达 变化 ; 
(7) 犯罪 现场 的 法 医 鉴定 ;(8) 古代 DNA 的 分 析 ; (9) 循环 测序 (cycle sequencing)。 上 
述 各 项 应 用 的 原理 和 具体 步 又 可 以 在 许多 PCR 手册 上 查 到 。 必 须 指出 ,由 于 PCR 的 高 
度 敏感 性 ,所 以 在 进行 相关 的 实验 时 ,严防 样品 发 生 污染 ,此 外 ,最 好 同时 做 阴性 对 照 
反应 。 | 


-第 五 节 _ 蛋 白质 工程 


蛋白 质 工 程 (protein engineering) 就 是 使 用 生物 化 学 .分子 生物 学 和 遗传 学 等 手段 ， 
从 改变 或 合成 基因 人手, 改善 一 种 蛋白 质 的 结构 与 功能 ,从 而 产生 具有 特殊 功能 .符合 人 
们 意愿 性 质 的 新 产物 的 一 项 技术 。 它 是 在 基因 工程 基础 上 综合 蛋白 质 化 学 、 蛋 白质 晶体 
学 、 计 算 机 学 辅助 设计 等 知识 和 技术 发 展 起 来 的 研究 新 领域 ,开创 了 按 人 类 意愿 改造 和 
设计 人 类 需要 的 蛋白 质 的 新 时 代 , 在 技术 方面 有 诸多 同 基因 工程 技术 相似 的 地 方 , 因 此 
和 蛋白质 工程 也 称 为 第 二 代 基 因 工 程 。 

蛋白 质 工程 除了 用 于 改造 天 然 蛋 白质 或 设计 制造 新 的 蛋白 质 外 ,其 本 身 还 是 研究 和 蛋 
白质 结构 与 功能 相互 关系 的 一 种 强 有 力 的 工具 , 它 在 解决 生物 学 理论 方面 所 起 的 作用 ， 
可 以 和 任何 重大 的 生物 学 研究 方法 相提并论 。 

和 蛋白质 工 程 一 般 有 四 个 目的 :(1) 改变 催化 性 质 。 这 包括 提高 VY .降低 天。 值 ` 改 变 
最 适 PH 去除 抑 制剂 作用 位 点 改变 反应 的 特异 性 或 去 除 导致 蛋白 质 不 稳定 的 氨基 酸 残 
基 等 。(2) 改变 结构 性 质 。 这 包括 改善 热 稳定 性 、 提 高 在 有 机 溶剂 中 的 稳定 性 \ 改 变 理 
化 性 质 或 改变 对 配 体 结合 的 特异 性 。(3) 创造 新 系统 。 这 包括 合成 融合 蛋白 或 多 功能 
蛋白 ` 添 加 有 利于 纯化 的 标签 或 增强 药 用 蛋白质 的 药 效 等 。(4) 蛋白 质 的 定向 进化 
(directed evolution) 。 在 不 需要 事先 了 解 蛋 白质 的 三 维 结构 和 作用 机 制 的 情况 下 ,直接 
在 体外 模拟 自然 进化 的 过 程 ( 随 机 突变 ,重组 和 选择 ) ,使 基因 发 生 大 量变 异 ,并 定向 选择 
出 所 需 性 质 或 功能 的 蛋白 质 , 在 较 短 时 间 内 完成 漫长 的 自然 进化 过 程 。 

改造 蛋白 质 的 主要 手段 是 体外 突变 (in vitro mutagenesis)。 而 突变 分 为 非特 异性 的 
随机 突变 和 特异 性 的 定点 突变 ,只 有 特异 性 的 定点 突变 才 是 按照 人 们 的 事先 设计 进行 
的 ,具有 明确 的 目的 ,因此 , 才 成 为 蛋白 质 工程 的 主要 手段 。 


一 \ 随 机 突变 
随机 突变 可 以 通过 合成 带 有 随机 取代 的 守 核 苷 酸 片段 ,进行 寡 核 苷 酸 引 导 的 突变 


(参考 后 面 的 寡 核 苷 酸 引导 的 定点 突变 )。 也 可 以 使 用 化 学 诱 变 剂 直接 作用 DNA, 制 作 
突变 序列 文库 ,然后 进行 筛选 。 但 现在 使 用 最 方便 的 还 是 PCR 突变 。 

PCR 突变 可 以 是 随机 的 ,也 可 以 是 定向 的 。 使 用 PCR 进行 随机 突变 可 以 通过 在 特 
定 的 条 件 下 进行 易 错 的 PCR(errorprone PCR) 而 实现 。 例 如 ,在 扩 增 体系 中 用 Mn2+ 取 
代 Mg ,因为 在 DNA 复制 的 时 候 , 使 用 Mn ”代替 Mg ,可 提高 错 配 的 机 会 ;或 者 在 反 
应 体系 中 ,故意 降低 任意 一 种 dNTP 的 浓度 ,因为 在 DNA 复制 的 时 候 , 如 果 一 种 dNTP 
的 量 缺 乏 , 那 其 参 和 人 的 机 会 就 降低 ,从 而 提高 与 它 相似 的 核 苷 酸 参 人 的 机 会 而 增加 错 配 
的 可 能 性 ;也 可 以 使 用 缺乏 校对 活性 的 DNA 聚合 酶 在 高 Mg 下 进行 扩 增 。 

以 GFP 的 改造 为 例 , 如 果 想 把 它 改造 成 发 其 他 颜色 荧光 的 XFP, 就 将 含有 野生 型 
GFP 基因 的 载体 DNA 在 缺乏 一 种 dNTP 的 条 件 下 ,进行 PCR( 图 13 - 20) ,并 进行 克隆 、 
转化 和 表达 。 最 后 在 UV 照射 下 ,直接 挑 出 能 发 其 他 颜色 荧光 的 菌落 。 该 菌落 应 该 含 
有 XFP。 

Ce 更 人 
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挑 取 GFP 的 变 体 


到 13- 20 使 用 PCR 介 导 的 随机 突变 筛选 GFP 变 体 (XFP) 的 基本 步骤 


除了 易 错 的 PCR 以 外 ,还 有 一 种 叫 基 因 混 排 C(gene shuffling) 或 DNA 混 排 的 方法 。 
基因 混 排 也 叫 基 因 改 组 , 它 实 际 上 是 一 种 体外 同 源 重 组 技术 (图 13 - 21)。 具 体操 作 是 将 
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来 源 不 同 但 功能 相同 的 一 组 同 源 基 因 ( 来 源 于 不 同 物种 的 同 源 基 因 或 含有 不 同 突变 的 基 
因 ), 用 DNA 酶 工 消 化 成 随机 片段 ,由 这 些 随机 片段 组 成 一 个 文库 ,使 之 互 为 引物 和 模板 
进行 PCR 扩 增 , 当 一 个 基因 拷贝 片段 作为 另 一 基因 拷贝 的 引物 时 ,引起 模板 互 换 ,重组 
因此 发 生 , 导 和 体内 后 ,选择 正 突 变 体 作为 新 一 轮 的 体外 重组 。 


两 个 拷贝 的 同 源 DNA 
Eee ”PP 人“ 
SEE 衣 5 

DNA 酶 I 部 分 消化 
片段 退火 
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ETIEEEE aa E== = 二 一 
和 全 Te 
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Eeeaiceoer= = 1 area 
二 ae 。 VEeaaaa E 章 = 
一 参 es ] -一 和 参 重 一 
De ER 


全 13-21 基因 混 排 


二 定点 突变 


定点 突变 (site-directed mutagenesis) 是 通过 定 问 改变 一 个 蛋白 质 基因 的 碱 基 序列 而 
改变 多 肽 链 上 一 个 或 几 个 氨基 酸 的 序列 。 与 天 然 突 变 一 样 , 定 点 突变 也 分 为 取代 、 缺 失 
和 插 人 三 种 形式 。 目 前 已 有 多 种 方法 被 用 来 进行 定点 突变 ,最 早 使 用 的 是 寡 核 苷 酸 引 导 
的 突变 (oligonucleotide-directed mutagenesis) ,而 现在 多 使 用 PCR 突变 。 

宅 核 苷 酸 引 导 的 突变 首先 按照 需要 人 工 合成 带 有 特定 突变 的 寡 聚 核 昔 酸 ( 图 13 - 22) , 然 
后 ,将 合成 好 的 寡 核 苷 酸 与 带 有 目的 基因 的 单 链 载体 (通常 由 M13 喉 菌 体 衔 生 而 来 ) 进 
行 杂 交 , 随 后 ,在 DNA 聚合 酶 和 连接 酶 的 催化 下 分 别 进行 DNA 合成 和 连接 反应 ,从 而 
形成 双 链 载体 ,最 后 ,将 双 链 载体 引入 宿主 细胞 进行 复制 ,并 进行 筛选 和 鉴定 ,以 得 到 含 
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有 特定 突变 的 基因 。 在 得 到 定点 突变 的 基因 以 后 ,可 将 它 亚 克 隆 到 表达 载体 中 , 进行 
表达 。 

PCR 突变 直接 在 引物 设计 的 时 候 引 入 突变 ,通过 扩 增 将 突变 固定 到 一 个 完整 的 基因 
之 中 (图 13- 23)。 


突变 位 点 
有 芋 / 
3 3 
反应 1 反应 2 
引物 2 引物 4 
5 3 妈 5 3 一 53， 
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混合 
变性 
再 杂交 


、| 首先 使 用 DNA 聚 合 酶 延伸 ， 
然后 使 用 引物 1 和 4 进行 PCR 


SC 
和 人 
一 全 13-23 PCR 突变 的 基本 流程 


使 用 定点 突变 改造 蛋白 质 有 一 个 十 分 成 功 的 例子 ,其 改造 的 对 象 是 枯草 杆菌 蛋白 
酶 。 此 酶 对 衣物 污 迹 上 的 和 蛋白质 具 有 广泛 的 特异 性 ,因此 ,人 们 首先 想到 将 它 添加 到 洗 
涤 剂 中 ,以 提高 去 污 的 效率 。 然 而 ,此 酶 的 天 然 形 式 并 不 稳定 ,容易 失 活 。 后 来 ,发 现 该 
酶 易 失 活 的 原因 是 其 Met22 容易 被 氧化 。 为 此 ,有 人 使 用 定点 突变 的 方法 ,将 Met22 突 
变 成 其 他 的 氨基 酸 ,并 对 各 种 突变 体 的 酶 活性 和 稳定 性 进行 了 测定 和 比较 ,结果 发 现 突 
变 成 Ala22 的 变 体 , 酶 活性 和 稳定 性 都 很 好 。 目 前 ,经 过 上 述 改 造 的 枯草 杆菌 蛋白 酶 已 
作为 洗涤 剂 的 添加 剂 被 广泛 使 用 。 

无 论 是 随机 突变 ,还 是 定点 突变 ,最 后 都 面临 一 个 筛选 的 问题 。 如 何 提高 筛选 的 效 
率 , 以 在 较 短 的 时 间 内 获得 想 要 的 变 体 ,这 对 于 蛋白 质 工 程 的 成 败 至 关 重 要 。 现 在 有 两 
种 非常 有 用 的 筛选 方法 ,一 是 前 面 已 经 介绍 过 的 噬菌体 展示 , 另 一 个 就 是 现在 要 介绍 的 
核糖 体 展 示 (ribosome display) 。 

核糖 体 展示 是 一 种 利用 蛋白 质 与 特异 性 配 体 特异 性 结合 在 体外 直接 进行 筛选 的 新 
技术 , 它 将 正确 折 释 的 蛋白 质 及 其 mRNA 模板 同时 结合 在 核糖 体 上 ,形成 mRNA -核糖 
体 - 蛋 白质 三 元 复合 物 , 从 中 筛选 出 目标 蛋白 和 编码 它 的 基因 序列 ,可 用 于 各 种 蛋白 质 的 
体外 改造 等 。 
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Box 13-1 胰岛 素 的 定向 改造 


了 相册 夺 的 人 全 并 作 [六 人 FF 的 和 信人 ( 风 13 

。 然 而 , 它 的 活性 形式 是 单 体 , 因 为 只 有 这 种 形式 才能 与 它 的 受 体 结 

人 区 人 
大 大 扭转 这 一 严峻 现实 。 今 天 ,胰岛 素 治疗 让 糖尿 病 串 者 可 以 很 好 地 调理 他 们 的 生 
活 , 尽 量 减少 高 血糖 对 健康 造成 的 有 害 影 响 ; 而 可 以 长 期 过 着 正常 的 生活 。 但 最 初 用 
来 治疗 糖尿 病 的 胰岛 素 是 从 牛 或 猪 的 胰 脏 组 织 中 提取 制备 而 成 的 。 现 在 ,使 用 的 胰岛 
素 都 是 通过 基因 工程 由 细菌 生长 出 来 的 基因 重组 人 胰岛 素 。 


中 13-24 胰岛 素 六 聚 体 的 三 维 结构 


当 基因 重组 人 且 岛 素 皮 下 注射 时 , 它 可 以 远 速 降低 面 糖 深度 ;但 其 作用 在 短 短 史 
个 小 时 就 差不多 消失 了 。 这 种 控制 血糖 的 方法 只 能 在 她 餐 一 顿 以 后 有 效 , 但 是 我 们 身 
体 里 的 细胞 在 两 餐 之 间 需 要 通过 动员 储 春 在 肌肉 和 肝脏 中 的 糖 原 为 自己 提供 燃料 。 
在 正常 情况 下 ,胰腺 会 不 断 分 演 低 水 平 的 胰岛 素 , 控 制 我 们 禁 食 期 间 的 血糖 水 平 。 在 
重组 人 胰岛 素 很 快 通过 了 美国 食品 和 药物 管理 局 (EDA) 批 准 以 后 ,科学 家 们 开始 尝试 
创建 另 一 种 基因 经 过 改造 的 长 效 胰 高 素 * 它 可 以 作用 更 长 的 时 间 , 从 而 有 助 于 控制 基 
底 血 糖水 平 。 

创建 长 效 胰岛 素 的 灵感 来 自我 们 对 其 结构 的 认识 。 胰 岛 素 存 储 在 胰腺 的 时 候 以 
六 聚 体形 式 存 在 。 当 它 被 释放 到 血液 中 ,; 解 离 成 活性 单 体 并 与 靶 细 了 胞 质 膜 上 的 胰岛 素 
受 体 结合 。 要 产生 长 效 胰岛 素 ; 需 要 设法 减 慢 活 性 单 体 的 出 现 ? 第 一 次 成 功 的 方法 是 
让 其 结合 鱼 精 蛋白 (protamine) ,形成 异 源 的 复合 物 , 这 样 可 以 让 胰岛 素 从 中 慢 慢 释放 
出 来 起 作用 。 后 来 ,研究 人 员 将 重点 放 在 用 蛋白 质 工程 技术 来 重新 设计 和 改造 胰岛 
素 ,以 改变 其 性 质 。 例 好, 添加 两 个 精 氨 酸 残 基 , 再 将 一 个 天 入 酰胺 定点 突变 成 甘 氢 


酸 。 这 种 改造 过 的 胰岛 素 在 生理 PH 下 ， pi 天 和 其 形成 的 六 聚 体 可 以 慢 慢 ， 


地 释放 出 长 效 的 活性 单 体 。 

此 外 ,还 可 以 通过 引入 长 的 碳 氨 链 长 烃 链 制备 长 效 胰 岛 素 。 这 种 化 学 修饰 不 仅 可 
让 几 个 六 聚 体 通过 跤 水 作用 聚合 在 一 起 ,然后 慢 慢 溶解 在 血液 中 ,而 且 还 能 稳定 它们 
与 外 蛋白 之 间 的 相互 作用 ,从 而 进一步 延长 了 胰 高 素 作 用 的 时 间 。 

长 效 胰 龟 素 结合 速效 胰岛 素 餐 后 立即 使 用 。 设 计 速 效 胰岛 素 分 子 的 秘诀 是 破坏 
六 聚 体 , 使 其 在 进入 自 液 后 可 迅速 解 聚 成 活性 的 单 体 。 第 一 次 速效 胰岛 素 的 设计 是 凑 
叙 胰 岛 素 也 链 在 C 端 两 个 氨基 酸 残 基 的 顺序 。 这 种 变化 可 削弱 胰岛 素 单 体 之 间 的 结 
合 , 使 突变 体形 成 六 聚 体 的 机 会 下 降 了 200 倍 。 此 外 ,还 可 以 通过 在 相同 的 位 置 引 入 
一 种 带电 的 氨基 酸 ,产生 速效 胰岛 素 。 


核糖 体 展 示 技 术 的 基本 原理 和 步骤 包括 (图 13- 25): 
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T7 启 动 子 et 


无 终止 密码 子 


能 形成 蔡 环 结 的 间隔 序列 
构 的 前 导 序列 
DNA 
, oo 
所 mRNA 
忆 体外 翻译 


了 请 1 
PTT7TTTT mRNA- 核 糖 体 -多 肽 复合 物 


倡 13-25 核糖 体 展示 的 基本 原理 和 过 程 


(1) 模板 的 构建 。 模 板 的 构建 需要 将 目标 DNA 序列 (突变 的 或 没有 突变 的 ) 插 人 到 
一 种 特殊 的 受 T7/SP6 RNAP 驱动 的 体外 转录 载体 之 中 。 在 构建 体外 转录 载体 的 时 候 ， 
需要 将 目标 DNA 的 5 - 端 与 一 段 能 形成 葵 环 结构 的 前 导 序 列 融合 在 一 起 ,以 提高 将 来 的 
转录 物 的 稳定 性 ,而 在 3- 端 与 一 段 无 终止 密码 子 的 间隔 序列 Cspacer) 融 合 在 一 起 ,以 使 
转录 物 缺 乏 终 止 密码 子 。 

(2) 体外 转录 和 翻译 。 在 模板 构建 好 以 后 ,先进 行 体外 转录 ,再 使 用 无 细胞 翻译 系 
统 进 行 体 外 翻译 。 由 于 转录 物 缺 乏 终 止 密码 子 , 故 在 进行 体外 翻译 的 时 候 无 法 终止 ,于 
是 翻译 到 最 后 , 肽 酰 tRNA 仍然 与 间隔 序列 结合 ,而 由 原来 的 基因 序列 翻译 出 来 的 蛋白 
质 突出 在 核糖 体 之 外 并 进行 折 有 笃 , 由 此 形成 一 种 由 mRNA、 核 糖 体 和 和 蛋白 质 组 成 的 三 元 
复合 物 。 

(3) 亲 和 筛 选 。 根 据 突变 蛋白 与 特殊 配 体 特异 性 结合 的 性 质 ,可 使 用 亲 和 层 析 将 核 
糖 体 上 还 没有 释放 出 来 的 蛋白 质 , 与 结合 在 特殊 树脂 表面 的 配 体 或 包 被 有 特殊 配 体 的 磁 
珠 保温 结合 ,来 筛选 目标 和 蛋白。 为 了 稳定 形成 的 mRNA -核糖 体 -蛋白 质 复 合 物 , 可 将 温 
度 降 低 并 加 入 Mg” 。 此 后 ,可 使 用 高 盐 溶液 或 者 金属 环 合 剂 (EDTA) ,或 者 游离 的 配 体 
进行 洗 脱 。 

(4) 逆转 录 PCR。mRNA 在 洗 脱 的 时 候 将 得 以 释放 ,随后 可 以 作为 模板 ,进行 逆转 
录 PCR, 并 进行 下 一 轮 突变 转录、 翻译 和 筛选 ,以 得 到 更 好 的 突变 体 。 
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(ED 在 进行 体外 转录 之 
前 ,需要 对 载体 进行 线性 化 
处 理 。 这 是 为 什么 ? 
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第 六 节 “研究 核酸 与 蛋白 质 之 间 相 互 作用 的 主要 方法 和 技术 


分 子 生物 学 的 核心 内 容 之 一 是 研究 核酸 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 用 来 研究 这 两 
类 生物 大 分 子 相 互 作 用 的 主要 方法 和 技术 有 :电泳 泳 动 变化 分 析 .DNA 亲 和 层 析 、.DNA 
酶 工 - 足 印 分 析 和 染色 质 免 疫 沉 演技 术 (Chromatin Immunoprecipitation，ChIP) 。 前 三 种 
方法 在 前 面 有 关 章 节 已 做 过 介绍 ,这 里 只 介绍 ChIP。 

ChIP 是 当今 研究 体内 和 蛋白质 与 DNA 相互 作用 的 最 重要 的 技术 手段 ,利用 该 技术 不 
仅 可 以 检测 细胞 内 各 种 反 式 作用 因子 与 DNA 分 子 上 各 种 顺 式 作用 元 件 之 间 的 动态 作 
用 ,还 可 以 用 来 研究 组 蛋白 的 各 种 共 价 修饰 以 及 转录 因子 与 基因 表达 的 关系 。 此 外 ,将 
ChIP 与 其 他 方法 结合 ,可 大 大 扩大 其 应 用 范围 。 例 如 ,ChIP 与 基因 芯片 相 结合 建立 的 
ChIP-on-chip 方法 已 广泛 用 于 特定 反 式 因子 靶 基 因 的 高 通 量 筛选 。 再 如 ,ChIP 与 体内 足 
迹 法 相 结合 ,用 于 寻找 反 式 作用 因子 在 体内 的 结合 位 点 。 

ChIP 的 基本 原理 是 :在 活 细胞 状态 下 ,使 用 甲醛 固定 蛋白 质 - DNA 复合 物 , 并 通过 
超声 波 或 酶 处 理 , 将 染色 质 随 机 切 成 一 定 长 度 范围 内 的 小 片段 。 然 后 ,通过 抗原 抗体 的 
特异 性 识别 和 结合 反应 沉淀 此 复合 体 , 特 异性 地 富 集 与 靶 蛋 白 结合 的 DNA 片段 。 最 后 
通过 对 目的 片段 的 纯化 与 检测 ,获得 蛋白 质 与 DNA 相互 作用 的 信息 。 
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图 13- 26 染色 质 免疫 沉淀 流程 示意 图 


ChIP 操作 的 基本 步骤 是 (图 13 - 26) : 

(1) 用 甲醛 在 体内 将 DNA 结合 蛋白 与 DNA 交 联 。 

(2) 分 离 染 色 质 ,使 用 超声 法 或 者 酶 法 将 染色 质 剪 切 成 小 的 片段 。 

《3) 先 用 特异 性 抗体 与 DNA 结合 蛋白 结合 ,再 用 沉淀 法 分 离 形成 的 复合 体 。 
(4) 去 交 联 ,纯化 富 集 释 放出 来 的 DNA 片段 。 

(5) 用 PCR 扩 增 释放 出 来 的 DNA 片段 并 进行 序列 分 析 。 
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第 七 节 ”研究 蛋白 质 之 间 相 互 作 用 的 主要 方法 与 技术 


分 子 生 物 学 的 另 一 核心 内 容 是 研究 蛋白 质 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 用 来 研究 蛋 
白质 之 间 相 互 作 用 的 主要 方法 和 技术 有 免疫 共 沉 淀 (Co-Immunoprecipitation，Co-IP) 、 亲 
和 层 析 ` 共 价 交 联 . 效 光 共振 能 量 (fluorescence resonance energy transfer，FRET) .生物 
发 光 共 振 能 量 (biolunminescence resonance energy transfer，BRET) 酵母 双 杂交 系统 
(yeast two-hybrid system) 和 蛋白质 芯 片 (protein chip) 等 。 


一 、 免 疫 共 沉 演 


此 方法 的 原理 是 :如 果 X 和 蛋白 与 Y 蛋 白 之 间 存 在 相互 作用 , 那 当 将 蛋白 的 抗体 加 
到 细胞 裂解 物 之 后 ,Y 会 与 又 -抗体 复合 物 一 齐 发 生 免疫 沉淀 。 


二 、 亲 和 层 析 


此 方法 的 原理 是 :如 果 和 和 蛋白 与 YY 蛋白 之 间 有 相互 作用 , 那 在 将 细胞 裂解 液 流 过 固 
定 有 和 X 的 树脂 以 后 ,YY 就 通过 与 X 之 间 的 特异 性 相互 作用 而 被 亲 和 吸 附 到 树脂 上 ,其 他 
无 关 的 蛋白 质 会 直接 流出 树脂 。 


三 \ 共 价 交 联 


此 方法 的 原理 是 :如 果 X 和 蛋白 与 立 蛋 白 之 间 有 相互 作用 , 那 在 细胞 或 细胞 裂解 液 中 
加 入 共 价 交 联 试剂 以 后 ,它们 之 间 就 会 形成 稳定 的 共 价 复合 物 。 然 后 ,再 使 用 免疫 沉淀 
的 方法 将 它们 共 沉 淀 下 来 。 最 后 ,将 交 联 打开 ,使 Y 得 以 释放 。 


四 、 荧 光 共 振 能 量 转移 


此 方法 的 原理 是 :如 果 两 种 蛋白 质 之 间 有 相互 作用 , 那 在 将 它们 各 自 引 入 激发 的 诡 
光 供 体 基 团 和 荧光 受 体 基 团 以 后 ,两 个 荧光 基 团 之 间 就 会 发 生 能 量 转移 。FRET 在 两 个 
荧光 基因 之 间 的 距离 10 nm 时 就 可 以 发 生 ,这 可 以 通过 荧光 受 体 发 出 的 荧光 波长 的 变 
化 来 测定 。 


五 .生物 发 光 共 振 能 量 转移 


此 方法 的 原理 类 似 于 FRET, 不 同 的 是 要 借助 重组 DNA 技术 将 两 种 蛋白 质 分 别 与 
不 同 的 荧光 蛋白 融合 在 一 起 ,然后 再 测定 它们 之 间 的 能 量 转移 。 


六 、 酵 母 双 杂 交 


酵母 双 杂 交 可 以 说 是 最 重要 的 一 项 研究 蛋白 质 与 蛋白 质 相 互 作用 的 技术 , 它 最 早 由 
Fields S. 和 Song O.K. 于 1989 年 提出 。 这 项 技术 广泛 应 用 在 验证 已 知 蛋 白质 之 间 的 相 
互 作用 ,以 及 筛选 与 特定 靶 蛋 白 呈 特异 性 作用 的 候选 蛋白 的 研究 。 其 可 行 性 和 有 效 性 已 
被 证 实 , 并 被 推广 到 了 诸如 信号 转 导 细胞 周期 调控 和 肿瘤 基因 表达 等 多 个 研究 领域 。 

(一 ) 酵母 双 杂 交 系 统 的 原理 

一 个 蛋白 质 通常 由 若干 个 在 结构 上 相对 独立 的 结构 域 组 成 ,结构 域 的 存在 使 得 同一 
个 蛋白 质 可 具有 不 同 的 功能 区 。 酵 母 双 杂交 系统 使 用 的 是 激活 基因 表达 的 激活 蛋白 所 
具有 的 两 种 功能 不 同 的 结构 域 :一 种 是 与 DNA 结合 的 结合 结构 域 (BD), 另 一 种 是 激活 
DNA 转录 的 激活 结构 域 (AD) 。 研 究 表明 ,这 两 种 结构 域 并 不 一 定 需要 在 同一 个 蛋白 质 
分 子 上 才 起 作用 。 事 实 上 ,一 个 含有 BD 的 蛋白 质 如 果 能 够 与 另 一 个 含有 AD 的 蛋白 质 
结合 在 一 起 ,就 可 以 激活 转录 (图 13 - 27) ,该 原理 构成 了 酵母 双 杂 交 技 术 的 基础 。 
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在 双 杂 交 系 统 中 ,需要 表达 两 种 融合 
蛋白 :一 种 是 和 蛋白质 X, 用 它 作 为 “诱饵 ”， 
去 捕获 与 它 相 作 用 的 目标 蛋白 ,因此 经 常 
称 为 诱饵 蛋白 (bait protein) 。X 在 N 端 与 
BD 融合 在 一 起 ; 另 一 种 是 潜在 的 能 够 与 
X 结 合 的 候选 目标 蛋白 Y。Y 与 AD 融合 
在 一 起 。 如 果 X 与 Y 相互 作用 ,形成 的 
XY 复合 物 在 功能 上 就 相当 于 一 个 完整 的 
单一 激活 蛋白 ,就 能 够 驱动 一 个 容易 检测 ”个 13-27 酵母 双 杂交 系统 的 原理 图 解 
的 报告 基因 (如 GFP 和 8- 半 乳糖 苷 酶 的 
基因 ) 的 表达 。 于 是 ,报告 基因 的 表达 量 可 以 用 来 作为 测定 X 与 立 相 互 作用 的 尺 

(二 ) 酵母 双 杂 交 系 统 的 建立 

双 杂 交 系 统 建立 的 基本 步骤 与 普通 的 克隆 实验 差不多 ,可 分 为 以 下 几 步 : 

(1) 选择 载体 。 进 行 双 杂交 筛选 ,首先 需要 选择 合适 的 载体 ,目前 已 有 各 种 商业 化 
的 含有 BD 或 AD 的 载体 可 供 使 用 。 而 使 用 最 多 的 载体 上 的 BD 或 AD 来 自 酵母 的 Gal4 
蛋白 ,也 有 一 些 载体 上 的 BD 来 自 大 肠 杆菌 的 LexA 蛋白 ,AD 来 自 单纯 疱疹 病毒 的 激活 
蛋白 VP16。 无 论 是 BD 载体 ,还 是 AD 载体 ,它们 都 含有 合成 特定 营养 成 分 (通常 是 氨基 
酸 ) 所 需要 的 某 一 种 酶 的 基因 ,以 提供 选择 性 标记 (图 13 -28) 。 

(2) 将 “诱饵 蛋白 X 的 基因 和 目标 蛋白 Y 的 基因 分 别 插入 到 BD 载体 和 AD 载体 之 
中 ,以 形成 BD-X 和 AD- 立 融合 基因 。 
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侠 13-28 基于 Gal4 的 BD 和 AD 构建 的 双 杂 交 系 统 
(图 中 的 25or 代表 酵母 的 2 pm 质粒 复制 起 始 区 ) 
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(3) 转 染 。 使 用 特定 的 手段 将 重组 后 的 BD-X 载 体 和 AD-Y 载 体 转 染 到 特定 的 营 
养 缺陷 型 酵母 宿主 细胞 。 

(4) 筛选 。 利 用 双 营 养 缺陷 型 的 恢复 筛选 出 同时 含有 BD 载体 和 AD 载体 的 细胞 。 

(5) 活性 检测 。 一 旦 BD-X 载 体 和 AD-Y 载 体 进入 宿主 细胞 ,如 果 和 和 蛋白 和 YY 蛋 
白 发 生 相 互 作用 ,宿主 细胞 内 的 报告 基因 就 会 受到 驱动 而 表达 。 使 用 Gal4 系统 的 报告 
基因 通常 是 lac2 ,一 旦 它 被 驱动 表达 , 则 细胞 在 含有 X- gal 的 培养 基 上 显 色 为 蓝 色 。 


(三 ) 酵母 双 杂 交 系 统 的 应 用 
酵母 双 杂 交 系 统 作为 发 现 和 研究 活 细胞 内 蛋白 质 与 蛋白 质 之 间 相互 作用 的 技术 平 
台 , 通 过 报告 基因 的 表达 ,可 以 敏感 地 监测 到 蛋白 质 之 间 微 弱 的 、 瞬 间 的 作用 。 (CEIE)》 和 何 利用 拜 母 双关 


该 系统 主要 应 用 于 : (1) 进一步 验证 通过 其 他 方法 发 现 的 蛋白 质 间 可 能 的 相互 作 。 交 系 统 ' 靖 园 出 能 够 加 强 吉 
用 #(2) 发 现 新 的 蛋白 质 之 问 的 相互 作用 :(3) 确定 蛋白 质 之 间 相 互 作用 的 关键 结构 域 和 ww 
氨基 酸 残 基 以 及 发 生 相互 作用 所 需 条 件 ,这 可 以 使 用 截 短 的 蛋白 质 或 改变 细胞 内 的 环境 

来 进行 !(4) 从 文库 中 筛选 册 与 已 知 蛋白 质 存在 特异 性 相互 作用 的 蛋白 质 。 由 于 这 种 方 
法 比较 简便 ,快速 ,而 且 不 径 蛋 白质 纯化 即 可 获得 编码 基因 的 特点 ,因此 已 成 为 从 cDNA 
文库 或 基因 组 文库 中 直接 筛选 出 与 已 知 蛋 白质 发 生 特异 性 相互 作用 的 蛋白 质 的 最 有 效 
的 手段 ;(5) 了 解 蛋 白质 相互 作用 的 生物 学 意义 。 例 如 ,许多 疾病 是 因为 突变 导致 蛋白 
质 功能 立 失 或 改变 ,一 种 促进 细胞 分 裂 的 突变 可 能 使 其 中 负 调 控 蛋白 不 能 再 与 有 关 的 蛋 
白质 相互 作用 ,以 致 促进 细胞 分 裂 的 途径 无 法 关闭 。 使 用 双 杂 交 系 统 就 可 以 确定 一 种 突 
变 是 如 何 影响 到 一 种 蛋白 质 与 其 他 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 的 。 


第 八 节 “SELEX 技术 


SFELEX 代表 的 是 指数 富 集 式 配 体系 统 进 化 (systematic evolution of ligands by 
exponential enrichment，SELEX) , 它 是 一 项 将 寡 核 苷 酸 扩 增 和 体外 筛选 结合 在 一 起 的 技 
术 , 已 被 广泛 用 于 分 离 能 与 靶 和 蛋白 或 小 分 子 高 亲和力 结合 的 RNA 和 DNA 分 子 , 筛 选 到 
的 守 核 苷 酸 序列 称 为 适 体 或 智能 配 体 (aptamer) 。 能 与 靶 蛋 白 分 子 作 用 的 适 体 可 用 硝酸 
纤维 素 滤 膜 捕 获 或 以 聚 丙 炳 酰胺 凝 胶 分 离 , 而 能 与 小 分 子 结合 的 适 体 则 可 用 亲 和 层 析 分 
离 。 该 技术 不 仅 可 用 于 研制 核酸 药物 ,还 可 用 于 研制 新 的 核 酶 。 例 如 ,利用 SELEX 技术 
筛选 获得 的 针对 血管 内 皮 生 长 因子 (vascular endothelial growth factor，VEGF) 的 一 种 
RNA 适 体 , 经 过 美国 Eyetech 和 Pifzer 制药 公司 15 年 的 研制 ,已 经 于 2004 年 12 月 获得 
美国 FEDA 批准 上 市 .用 于 治疗 老年 性 视网膜 黄斑 营养 不 良 。 

SELEX 筛选 过 程 需要 应 用 大 容量 的 随机 朝 核 苷 酸 文库 ,结合 PCR 进行 体外 扩 增 ， 
以 指数 级 富 集 与 特定 靶 分 子 特 异 结合 的 赛 核 苷 酸 , 经 过 数 轮 反复 的 体外 筛选 、 扩 增 ,最 终 
可 获得 与 丢 分 子 特异 结合 的 赛 核 苷 酸 适 体 。 核 酸 文库 由 组 合 化 学 合成 制备 ,主要 有 
RNA 文 库 .DNA 文库 和 含有 修饰 核 苷 酸 的 文库 。 文 库 中 由 中 间 为 一 定 长 度 的 随机 序列 
和 5 - 端 .3 -端的 固定 序列 构成 。 两 端 固定 序列 长 度 一 般 为 20 nt 一 25 nt, 其 作用 是 增加 
文库 的 稳定 性 和 为 PCR 扩 增 准备 。 随 机 区 的 每 一 个 核 背 酸 位 置 都 存在 四 种 可 能 性 ,如 
果 随 机 序列 长 度 为 N, 随 机 序列 的 多 样 性 就 有 公 种 , 即 文库 的 库容 量 为 4。 典型 的 文 
库 至 少 有 107 一 107 种 独立 序列 ,其 随机 区 域 长 度 为 30 nt 左右。 

筛选 流程 是 将 文库 和 丢 分 子 在 一 定 温 度 ( 通 常 为 37 ) 下 保温 ,在 最 初 几 个 循环 中 
只 有 少数 ( 约 0.1 为 一 0.5%) 的 序列 与 靶 分 子 作 用 ,这 些 序列 通过 亲 和 层 析 、 纤 维 膜 过 滤 
等 分 离 手 段 将 结合 复合 物 与 未 结合 的 序列 分 开 。 分 离 得 到 的 序列 再 通过 PCR 扩 增 产生 
次 级 文库 ,用 于 下 一 轮 和 蔓 选 。 由 此 进入 一 个 反复 筛选 富 集 的 过 程 。 对 于 RNA 文 库 , 扩 增 
步骤 还 包括 RNA 序列 的 反 转 录 , 得 到 的 双 链 DNA 文库 ,再 转录 生成 次 级 RNA 文库 。 
经 过 数 轮 的 筛选 语 集 ,分 离 得 到 的 随机 序列 如 果 与 靶 物 质 亲 和 力 不 再 提高 ,就 可 对 和 萍 选 
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获得 的 寡 核 苷 酸 适 体 进 行 克 隆 测序 .生物 活性 及 分 子 识别 等 功能 研究 。 

以 制备 结合 ATP 的 RNA 适 体 为 例 ( 图 13 - 29) :首先 ,合成 大 约 有 107 种 随机 序列 
的 RNA 多 聚 物 混 合 物 ; 然 后 ,将 混合 物 通过 结合 有 ATP 的 树脂 进行 非 自 然 的 选择 ,丢弃 
直接 流出 树脂 的 RNA; 与 树脂 结合 的 RNA 进行 洗 脱 和 收集 ;收集 的 RNA 通过 反 转 录 
PCR , 扩 增 得 到 cDNA; 将 cDNA 再 转录 大 量 的 RNA; 将 得 到 的 RNA 再 进行 下 一 轮 选 择 
和 富 集 , 这 可 进行 多 次 循环 ,直至 得 到 少数 能 够 与 ATP 紧密 结合 的 适 体 分 子 。 有 人 通过 
此 法 ,得 到 一 种 36 nt 的 RNA 适 体 。 
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伽 13- 29 SELEX 技术 筛选 ATP 结合 RNA 流程 一 


第 九 节 ”生物 芯片 技术 


生物 芯片 是 指 包 被 在 硅 片 ` 尼 龙 膜 等 固 相 支持 物 上 的 高 密度 的 核酸 、 蛋 白质 、 糖 类 、 
细胞 .组 织 或 其 他 生物 组 分 的 微 阵 列 。 将 芯片 与 标记 的 样品 进行 杂交 ,通过 检测 杂交 信 
号 即 可 实现 对 生物 样品 的 分 析 。 由 于 常用 硅 忌 片 作为 固 相 支 持 物 , 且 在 制备 过 程 运用 了 
计算 机 芯片 的 制备 技术 ,所 以 称 之 为 生物 芯片 技术 。 目 前 常见 的 生物 芯片 主要 有 基因 世 
片 (gene chip)、 蛋 白质 芯片 和 组 织 芯片 。 其 中 基因 芯片 和 和 蛋白质 芯 片 最 有 用 。 


一 基因 芯片 
基因 芯片 是 随 着 ”人 类 基因 组 计划 ”和 其 他 模式 生物 基因 组 计划 的 进展 而 发 展 起 来 


的 一 项 技术 ,也 叫 DNA 芯片 DNA 微 阵 列 CDNA microarray) 或 朝 核 苷 酸 阵 列 
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(oligonucleotide array), 它 采用 原 位 合成 (in situ synthesis) 或 显 微 打 印 手 段 ,将 数 以 万 计 
的 DNA 探 针 固定 在 支持 物 的 表面 ,产生 二 维 DNA 探 针 阵列 。 然 后 ,将 其 与 标记 的 样品 
分 子 进 行 杂 交 , 通 过 检测 杂交 信和 号 的 强 弱 ,对 样品 进行 快速 ,并行 和 高 效 地 检测 或 医学 诊 
断 。 基 因 芯 片 以 其 无 可 比拟 的 信息 量 ,高 通 量 、. 快 速 和 准确 地 分 析 基 因 的 本 领 ,在 基因 组 
功能 研究 ,临床 诊断 及 新 药 开 发 等 方面 显示 出 巨大 的 威力 ,已 成 为 人 类 研究 生命 和 维护 
生命 的 一 项 重要 手段 ,因此 ,被 誉 为 是 基因 功能 研究 领域 最 伟大 的 发 明之 一 。 

一 般 说 来 应 用 基因 芯片 分 5 步 进行 :(1) 生物 学 问题 的 提出 和 芯片 设计 与 制备 ; 
(2) 样品 制备 ;(3) 核酸 杂交 反应 ;(4) 结果 探测 ;(5) 数据 处 理 和 建 模 。 

(一 ) 基因 芯片 的 种 类 和 制备 

目前 市 场 上 的 基因 芯片 种 类 繁多 ,制备 方法 也 不 尽 相 同 ,根据 制备 的 方法 ,它们 可 分 
为 两 大 类 :一 类 是 原 位 合成 的 基因 芯片 , 另 一 类 为 直接 点 样 而 制 成 的 基因 芯片 。 前 者 适 
用 于 守 核 苷 酸 ,后 者 多 用 于 大 片段 DNA, 有 时 也 用 于 寡 核 苷 酸 ,甚至 mRNA。 原 位 合成 
有 光 蚀 刻 法 和 喷 印 法 。 点 样 法 较 简 单 ,只 需 将 预先 制备 好 的 寡 核 苷 酸 或 cDNA 等 样品 通 
过 自动 点 样 装 置 点 于 经 特殊 处 理 的 玻璃 片 或 其 他 材料 上 即 可 。 

1， 原 位 光 蚀 刻 合 成 

窒 聚 核 苷 酸 原 位 光 蚀 刻 (photo lithography) 合 成 技术 是 由 Affymetrix 公司 研究 开发 
的 (图 13 - 30) , 它 需 要 在 合成 核 苷 酸 单 体 的 5 - 凑 基 末端 连 上 一 个 光敏 保护 基 团 。 合 成 
的 第 一 步 是 利用 光照 射 使 羟基 端 去 保护 ,然后 ,一 个 5 - 端 被 保护 的 核 苷 酸 单 体 连接 上 
去 。 这 个 过 程 反复 进行 ,直至 合成 完毕 。 使 用 多 种 掩盖 物 能 以 更 少 的 合成 步骤 生产 出 高 
密度 的 阵列 ,在 合成 循环 中 探 针 数目 呈 指 数 增长 。 
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全 13-30 ， 原 位 光 蚀 刻 法 合成 制作 基因 芯片 的 基本 流程 


另 一 种 方法 是 光 导 原 位 合成 法 (图 13 - 31) ,具体 步骤 是 :在 经 过 处 理 的 载 玻 片 表面 
铺 上 一 层 连 接 分 子 (linker) ,其 羟基 上 加 有 光敏 保护 基 团 ,可 用 光照 除去 。 用 特制 的 光 刻 
掩 膜 (photolithographic mask) 保 护 不 需要 合成 的 部 位 ,而 暴露 合成 部 位 。 在 光 作 用 下 去 
除 羟基 上 的 保护 基 团 ,游离 出 羟基 ,利用 化 学 反应 加 上 第 一 个 核 苷 酸 , 所 加 核 苷 酸 种 类 及 
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在 芯片 上 的 部 位 预先 设 定 , 所 引入 的 核 苷 酸 也 带 有 光敏 保护 基 团 ,以 便 下 一 步 合成 。 然 
后 按 上 述 方法 在 其 他 位 点 加 上 另外 三 种 核 苷 酸 完成 第 一 位 核 苷 酸 的 合成 。 上 述 过 程 也 
是 反复 进行 ,直到 得 到 所 需 的 寡 核 苷 酸 点 阵 序列 。 
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侠 13-31 光 导 原 位 合成 法 制作 基因 芯片 的 基本 流程 及 其 合成 好 的 点 阵 序列 


2. 基因 芯片 样品 的 制备 本 

在 待 分 析 基 因 与 基因 芯片 结合 杂交 之 前 需要 对 样品 进行 分 离 ` 扩 增 和 标记 。 采 用 的 
基因 分 离 . 扩 增 及 标记 方法 因 样 品 来 源 、. 基 因 含量 及 检测 方法 和 分 析 目 的 不 同 而 不 同 。 
虽然 常规 的 基因 分 离 . 扩 增 及 标记 技术 仍旧 可 以 使 用 ,但 由 于 操作 繁琐 上 且 费 时 , 现 已 逐步 
被 专门 的 高 度 集成 的 微型 样品 处 理 系统 取代 。 而 为 了 获得 基因 的 杂交 信和 号 ,必须 对 目的 
基因 进行 标记 。 目 前 广泛 使 用 的 标记 方法 是 荧光 标记 ,其 原理 与 传统 方法 如 体外 转录 、 
PCR .逆转 录 等 并 无 多 大 差异 ,只 是 采用 的 荧光 染料 种 类 更 多 ,以 满足 对 不 同 来 源 的 样品 
进行 平行 分 析 的 需要 。 使 用 计算 机 控制 的 高 分 辨 荧光 扫描 仪 可 获得 结合 于 基因 芯片 上 
的 目的 基因 的 荧光 信和 号 ,通过 计算 机 处 理 即 可 给 出 目的 基因 的 结构 或 表达 信息 。 

3. 基因 芯片 杂交 

在 样品 制备 好 以 后 ,就 可 以 进行 下 一 步 杂 交 反 应 了 。 杂 交 条 件 的 选择 与 研究 目的 有 
关 : 如 果 芯 片 用 于 多 态 性 分 析 或 者 基因 测序 ,就 需要 将 每 个 核 苷 酸 或 突变 位 点 都 检测 出 
来 。 这 时 通常 设计 出 一 套 四 种 寡 聚 核 苷 酸 ,在 目标 序列 上 路 越 每 个 位 点 ,只 是 在 中 央 位 
点 碱 基 有 所 不 同 , 根 据 每 套 探 针 在 某 一 特点 位 点 的 杂交 严 紧 程度 , 即 可 测定 出 该 碱 基 的 
种 类 。 由 于 突变 检测 要 鉴别 出 单 碱 基 错 配 , 因 此 需要 更 高 的 杂交 严 紧 性 和 更 短 的 时 间 ; 
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如 果 芯 片 仅 用 于 检测 基因 表达 ,就 只 需 设 计 出 针对 基因 中 的 特定 区 域 的 几 套 守 聚 核 苷 酸 
即 可 。 一 般 表 达 检 测 需 要 较 长 的 杂交 时 间 , 更 高 的 严 紧 性 ,更 高 的 样品 浓度 和 低温 度 ,这 
有 利于 提高 检测 的 特异 性 和 低 拷贝 基因 检测 的 灵敏 度 。 

此 外 , 杂 交 反 应 还 必须 考虑 反应 体系 中 的 盐 浓度 . 探 针 的 GC 含量 和 所 带电 荷 、 探 针 
与 芯片 之 间 连 接 臂 的 长 度 及 种 类 , 待 测 基因 的 二 级 结构 的 影响 。 有 研究 表明 ,如果 探 针 
和 芯片 之 间 连 接 臂 的 长 度 适 当 , 杂 交 效 率 就 可 提高 150 倍 。 连 接 臂 上 任何 正 电 荷 或 负电 
答 都 将 降低 杂交 效率 。 

4. 基因 芯片 检测 原理 

茶 交 信和 号 的 检测 是 基因 芯片 技术 中 的 重要 组 成 部 分 。 在 以 往 的 研究 中 ,已 建立 了 多 
种 探测 分 子 杂 交 的 方法 ,例如 奖 光 显微镜 、 隐 逝 波 传感器 . 光 散 射 表 面 共振 、 化 学 发 光 、 电 
化 学 传感器 和 荧光 各 向 异性 等 等 ,但 是 ,这 些 传统 的 方法 并 非 都 适用 于 基因 芯片 。 巾 于 
基因 芯片 本 身 的 结构 和 性 质 的 特殊 性 ,需要 确定 杂交 信和 号 在 芯片 上 的 位 置 ,尤其 是 大 规 
模 基 因 芯 片 由 于 其 面积 小 .密度 大 ,点 样 量 又 很 少 ,所 以 杂交 信和 号 较 弱 ,需要 使 用 光电 倍 
增 管 或 冷却 的 电荷 偶 连 照相 机 (charged-coupled dqevice camera，CCD) 或 摄像 机 等 弱 光 信 
号 探测 装置 。 此 外 ,大 多 数 DNA 芯片 杂交 信和 号 谱 型 除了 分 布 位 点 以 外 还 需要 确定 每 一 
点 上 的 信号 强度 ,以 确定 是 完全 杂交 还 是 部 分 杂交 ,因而 探测 方法 的 灵敏 度 及 线性 响应 
也 是 非常 重要 的 。 茜 交 信 号 探测 系统 主要 包括 杂交 信号 产生 、 信 号 收集 及 传输 和 信和 号 处 
理 及 成 像 三 个 部 分 组 成 。 

5. 基因 芯片 的 应 用 

(1) 基因 表达 分 析 

基因 芯片 具有 高 度 的 敏感 性 和 特异 性 . 它 可 以 同时 监测 细胞 中 几 个 至 几 千 个 mRNA 
拷贝 的 转录 情况 .可 自动 ,快速 地 检测 出 成 千 上 万 个 基因 的 表达 情况 。 它 不 仅 可 以 检测 
和 分 析 基 因 表 达 时 空 特征 .基因 差异 表达 ,还 可 用 用 来 发 现 新 基因 。 与 用 单 探 针 分 析 
mRNA 的 点 杂交 或 Northern 印迹 技术 不 同 ,基因 芯片 表达 探 针 阵列 应 用 了 大 约 20 对 宴 
核 苷 酸 探 针 来 监测 每 一 个 mRNA 的 转录 情况 。 每 对 探 针 中 ,包含 一 个 与 所 要 监测 的 
mRNA 完全 吻合 和 一 个 不 完全 吻合 的 探 针 ,这 两 个 探 针 的 差别 在 于 其 中 间 位 置 的 核 音 
酸 不 同 。 这 种 成 对 的 探 针 可 以 将 非特 异性 杂交 和 背景 讯号 减 小 到 最 低 的 水 平 , 由 此 就 可 
以 确定 那些 低 丰 度 的 mRNA。 

进行 基因 表达 分 析 的 基本 步骤 包括 (图 13-32):@ RNA 的 抽取 和 分 离 。 先 得 到 总 
mRNA, 然 后 ,使 用 守 聚 dT 作为 引物 ,在 逆转 录 酶 催化 下 得 到 cDNA;G@) 扩 增 。 使 用 工 7 


生物 素 标 记 
总 RNA SNA 
一 一 一 人 AAA 逆转 录 SA 体外 转录 。 沁 
Am AAAA 2 示 AS 3 
AAAA 寺 天 一 B 
_B 
基因 芯片 SN 玉 习 人 


表达 阵列 NN\ 疏 -B 
-B 碎片 化 的 
-B 


全 13-32 使 用 基因 芯片 进行 基因 表达 分 析 的 基本 流程 
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RNA 聚合 酶 和 生物 素 标记 的 UTP 和 CTP, 体 外 转录 cDNA, 得 到 大 量 生物 素 标记 的 互 
补 的 RNACcRNA);G@“ 碎 片 化 "。 将 cRNA 保温 在 94 的 缓冲 溶液 中 ,产生 35 nt 一 
200 nt 长 的 RNA 片段 ;@ 杂交 。 将 芯片 与 RNA 杂交 ,随后 洗 去 非 杂 交 的 原料 ;@ 染 
色 和 洗 脱 。 使 用 链 考 亲 和 素 (strepavidin)- 苔 红 蛋 白 对 生物 素 标记 的 RNA 进行 标记 , 然 
后 洗 去 非特 异性 结合 的 染料 ;GO) 使 用 共聚 焦 激 光 扫 描 (confocal laser scanner) 装 置 扫描 
杂交 芯片 ;@O 信和 号 放大 。 使 用 山羊 抗体 和 生物 素 标记 的 抗体 与 芯片 保温 ,再 进行 染色 和 
洗 脱 ;@ 再 次 扫描 芯片 ,并 对 表达 状况 进行 定量 分 析 。 

(2) 基因 型 .基因 突变 和 多 态 性 分 析 

在 同一 物种 不 同 个 体 之 间 , 有 着 多 种 不 同 的 基因 型 ,而 这 种 差异 往往 与 个 体 的 不 同 
性 状 和 多 种 遗传 疾病 有 着 密切 的 关系 。 通 过 对 大 量具 有 不 同性 状 的 个 体 的 基因 型 进行 
比较 ,就 可 以 得 出 基因 与 性 状 的 关系 。 但 是 ,由 于 大 多 数 性 状 和 遗传 性 疾病 由 多 个 基因 
同时 决定 ,因此 分 析 起 来 就 很 困难 ,然而 基因 芯片 技术 却 能 很 好 地 解决 了 这 一 问题 ,利用 
它 可 以 同时 反映 数 千 甚至 更 多 基因 的 特性 ,在 此 基础 上 就 可 以 分 析 基因 组 中 不 同 基因 和 与 
性 状 或 疾病 的 关系 。 

(3) 基因 诊断 

人 类 的 疾病 与 遗传 基因 密切 关联 ,基因 蕊 片 可 以 对 遗传 信息 进行 快速 准确 的 分 析 ， 
因此 它 在 疾病 的 分 子 诊断 中 的 优势 是 不 言 而 喻 的 。 从 正常 人 的 基因 组 中 分 离 出 DNA 与 
DNA 芯片 杂交 就 可 以 得 出 标准 图 谱 。 从 病人 的 基因 组 中 分 离 出 DNA 与 DNA 芯片 杂交 
就 可 以 得 出 病变 图 谱 。 通 过 比较 .分 析 这 两 种 图 谱 , 就 可 以 得 出 病变 的 DNA 信息 。 如 果 
是 要 诊断 正常 细胞 与 肿瘤 细胞 在 基因 表达 上 的 差别 (图 13 - 33) ,可 以 先 从 这 两 种 细胞 内 
抽取 总 mRNA, 然 后 进行 RT- PCR。 在 进行 PCR 的 时 候 , 需 要 使 用 不 同 颜色 荧光 标记 
的 dNTP, 这 样 可 以 让 这 两 种 细胞 扩 增 的 产物 带 上 不 同 的 荧光 标记 。 比 如 用 绿色 荧光 标 
记 正 常 细胞 的 扩 增 产物 ,红色 荧光 标记 肿瘤 细胞 的 扩 增 产物 。 随 后 ,将 两 种 细胞 的 PCR 
扩 增 产物 等 量 合并 ,再 与 已 制备 好 的 基因 芯片 进行 杂交 分 析 。 由 于 芯片 上 含有 各 种 已 知 
的 蛋白 质 基因 的 探 针 序 列 ,监测 到 的 红色 荧光 代表 的 是 肿瘤 细胞 特异 性 表达 的 基因 , 绿 
色 荧 光 代 表 的 是 正常 细胞 才 表达 的 基因 ,黄色 荧光 是 两 种 细胞 都 表达 的 基因 。 


制备 cDNA 探 针 制备 基因 芯片 
正常 细胞 肿瘤 细胞 


信安 全 


RT/PCR 
荧光 染 


息 13-33 使 用 基因 芯片 对 正常 细胞 和 癌 细 胞 进行 基因 表达 分 析 比 较 


基因 芯片 诊断 技术 具有 快速 .高效 .灵敏 .经 济 .平行 化 .自动 化 等 特点 ,已 成 为 一 项 
现代 化 诊断 新 技术 。 现 在 ,肝炎 病毒 检测 诊断 芯片 .结核 杆菌 耐 药性 检测 芯片 .多 种 恶性 
肿瘤 相关 病毒 基因 芯片 等 一 系列 诊断 芯片 已 进入 市 场 。 基 因 诊 断 是 基因 芯片 中 最 具有 
商业 化 价值 的 应 用 。 


(4) 药物 铀 选 

如 何 分 离 和 鉴定 药 的 有 效 成 分 是 目前 中 药 产 业 和 传统 的 西药 开发 遇 到 的 重大 难题 ， 
基因 芯片 技术 是 解决 这 一 难题 的 有 效 手 段 , 它 能 够 大 规模 科 选 .通用 性 强 , 能 够 从 基因 水 
平 解释 药物 的 作用 机 理 , 即 可 以 利用 基因 芯片 分 析 用 药 前 后 机 体 的 不 同 组 织 、. 器 官 基因 
表达 的 差异 。 如 果 再 用 mRNA 构建 cDNA 表达 文库 ,然后 用 得 到 的 肽 库 制 作 肽 芯片 ,就 
可 以 从 众多 的 药物 成 分 中 筛选 到 起 作用 的 部 分 。 生 物 芯 片 技术 使 得 药物 筛选 . 靶 基 因 鉴 
别 和 新 药 测试 的 速度 大 大 加 快 ,成 本 大 大 降低 。 基 因 芯 片 药物 钥 选 技术 工作 目前 刚刚 起 
步 , 很 多 制药 公司 已 开始 前 期 工作 , 即 正 在 建立 表达 谱 数 据 库 , 从 而 为 药物 筛选 提供 各 种 
驾 基 因 及 分 析 手 段 。 

(5) 大 规模 DNA 测序 

基因 芯片 利用 固定 探 针 与 样品 进行 分 子 杂 交 产 生 的 杂交 图 谱 而 排列 出 待 测 样品 的 
序列 ,这 种 测定 方法 快速 ,其 有 十 分 诱 人 的 前 景 。 芯 片 技 术 中 打 交 测 序 (sequencing by 
hybridization，SBH) 技 术 及 廓 堆 杂 交 (contiguous stacking hybridization，CSH) 技 术 是 一 
种 新 的 高 效 快 速 测序 方法 。 如 果 用 含 65 536 个 8 聚 朝 核 苷 酸 的 微 阵 列 , 采 用 SBH 技术 ， 
就 可 测定 200 bp 长 DNA 序列 ,而 采用 67 108 864 个 13 聚 赛 核 苷 酸 的 微 阵列 ,可 对 数 千 
个 碱 基 长 的 DNA 测序 。SBH 技术 的 效率 随 着 微 阵 列 中 守 核 苷 酸 数量 与 长 度 的 增加 而 
提高 ,但 微 阵 列 中 寡 核 苷 酸 数量 与 长 度 的 增加 则 使 微 阵列 的 复杂 性 提高 ,而 降低 杂交 的 
准确 性 。CSH 技术 可 弥补 SBH 技术 存在 的 贞 端 ,可 进行 较 长 的 DNA 测序 。 计 算 机 模 
拟 论证 了 8 聚 朝 核 霸 酸 微 阵列 与 5 聚 赛 核 苷 酸 邻 堆 杂 交 , 相 当 于 13 聚 寡 核 苷 酸 微 阵列 的 
作用 ,可 测定 数 千 个 核 苷 酸 长 的 DNA 序 列 。 该 方法 可 用 于 含 重 复 序 列 及 较 长 序列 的 DNA 
序列 测定 及 不 同 基因 组 同 源 区 域 的 序列 比较 。 利 用 基因 芯片 测序 的 准确 率 达 99%% 以 上 。 

此 外 ,基因 芯片 在 新 基因 发 现 ,药物 基因 组 图 谱 绘 制 、. 中 药物 种 鉴定 .DNA 计算 机 研 
究 等 方面 也 有 巨大 应 用 价值 。 


二 蛋白 质 芯 片 


蛋白 质 芯片 又 称 蛋 白质 微 阵列 (protein microarray) ,是 指 固定 于 支持 介质 上 的 蛋白 
质 构成 的 微 阵列 , 它 是 在 功能 基因 组 学 研究 中 作为 基因 芯片 功能 的 补充 发 展 起 来 的 。 与 
基因 芯片 相似 ,蛋白 质 芯片 也 是 在 一 个 基因 芯片 大 小 的 载体 上 , 按 使 用 目的 的 不 同 , 点 布 
相同 或 不 同 种 类 的 蛋白 质 ,然后 再 让 其 与 荧光 标记 的 蛋白 质 特异 性 结合 ,通过 扫描 仪 读 
出 荧光 强 弱 ,计算机 分 析出 样本 结果 。 理 论 上 ,蛋白 质 芯片 可 以 对 各 种 和 蛋白质、 抗体 以 及 
配 体 进 行 检测 ,可 弥补 基因 芯片 检测 的 不 足 , 它 不 仅 适合 于 抗原 .抗体 的 筛选 ,同样 也 可 
用 于 受 体 与 配 体 的 相互 作用 的 研究 ,具有 一 次 性 检测 样本 大 、 消 耗 低 .计算 机 自动 分 析 结 
果 以 及 快速 、 准 确 等 特点 。 

(一 ) 蛋白 质 芯片 的 基本 构成 

蛋白 质 芯片 是 高 通 量 微型 化 和 自动 化 的 蛋白 质 分 析 技 术 ,一 般 由 三 个 部 分 组 成 : 

1]. 特殊 材料 制 成 的 固 相 载体 

呈 薄 片 型 ,外 观 可 做 成 长 条 状 、 圆 形 或 顶 圆 形 等 不 同形 状 ,经 特定 处 理 后 承载 吸附 有 
关 的 生物 制剂 。 常 用 的 材质 有 硅 、 云 母 和 各 种 膜 片 等 。 

2， 以 特定 方式 固定 在 载体 表面 并 具有 特定 功能 的 蛋白 质 

对 蛋白 质 芯片 来 说 ,制备 时 常常 采用 直接 点 样 法 ,以 避免 蛋白 质 的 空间 结构 改变 , 保 
持 芯 片 和 样品 的 特异 性 结合 能 力 。 现 已 有 预 置 好 已 知 探 针 的 多 种 芯片 系统 出 售 , 如 微 阵 
列 式 、 微 孔 板式 、. 凝 胶 块 状 等 类 型 。 使 用 时 先 将 需要 检测 的 含有 和 蛋白质 的 标本 (如 尿 液 、 
血清 .精液 .组 织 提 取 物 等 ) 按 一 定 程序 做 好 层 析 .电泳 .色谱 等 前 期 处 理 , 然 后 在 每 个 芯 
池内 点 人 需要 检测 的 样品 。 一 般 样品 量 只 要 2 jd 一 10 碟 即 可 ,根据 测定 目的 不 同 可 选用 
含有 不 同 探 针 的 芯片 。 让 样品 在 每 个 世 池 中 与 特定 的 探 针 结 合 或 与 其 中 含有 的 生物 制剂 
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相互 作用 一 段 时 间 , 然 后 洗 去 没有 结合 的 或 多 余 的 物质 ,再 将 样品 固定 一 下 后 即 可 检测 。 

3. 有 蛋白质 芯片 的 检测 

样品 中 的 蛋白 质 预 先 用 荧光 物质 或 同位 素 等 标记 ,结合 到 芯片 上 的 蛋白 质 就 会 发 出 
特定 的 信号 ,用 CCD 照相 技术 及 激光 扫描 系统 等 对 信和 号 进行 检测 。 

(二 ) 蛋白 质 芯 片 的 应 用 

蛋 和 白质 芯 片 能 够 同时 分 析 上 千 种 蛋白 质 的 变化 情况 ,使 得 在 全 基因 组 水 平 研究 蛋白 
质 的 功能 成 为 可 能 ,如 研究 酶 活性 ,抗体 的 特异 性 ` 配 体 - 受 体 的 相互 作用 以 及 强 日 质 与 
蛋白 质 或 核酸 或 小 分 子 的 结合 。 

1. 用 于 疾病 诊断 和 疗效 判定 , 即 生物 学 标志 的 检测 

蛋白 质 芯 片 能 够 同时 检测 生物 样品 中 与 某 种 疾病 或 环境 因素 损伤 可 能 相关 的 全 部 
蛋白 质 的 含量 变化 情况 , 即 表 型 指纹 (phenomic fingerprint) 。 对 于 疾病 的 诊断 而 言 , 表 型 
指纹 要 比 单一 标志 物 准确 可 靠 得 多 。 此 外 , 表 型 指纹 对 监测 疾病 的 进程 和 预后 * 判 断 治 
疗 的 效果 也 具有 重要 意义 。 恒 白质 芯片 的 探 针 蛋白 的 特异 性 高 ,亲和力 强 , 受 其 他 杂 质 
的 影响 较 低 , 因 此 对 生物 样品 的 要 求 较 低 ,简化 了 样品 的 前 处 理 , 甚 至 可 以 直接 利用 生物 
材料 进行 检测 ,如 对 血样 . 尿 样 ` 细 胞 及 组 织 等 。 由 于 蛋白质 芯片 的 高 通 量 性 质 ,加 快 了 
生物 标志 物 发 现 和 确认 的 速度 。 

2. 用 于 研究 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 

迄今 为 止 , 人 们 研究 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 ,还 是 主要 依靠 酵母 双 杂 交 系 统 。 双 杂 
交 系 统 虽 然 在 研究 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 方面 发 挥 重 要 作用 ,但 它 也 具有 其 内 在 的 不 
足 , 就 是 经 常 出 现 假 阳 性 。 另外 ,对 于 某 些 蛋 白质 ,特别 是 胞 桨 蛋白 和 膜 蛋白 在 酵母 的 细 
胞 核 内 不 一 定 能 够 正确 折 和 至, 这样 给 研究 带 来 了 极 大 的 困难 。 但 若 利用 蛋白 质 芯 片 , 就 
可 以 很 好 地 解决 这 些 问 题 。 

3. 用 于 发 现 药物 或 毒物 新 靶 点 及 其 作用 机 制 研 究 

疾病 的 发 生 和 发 展 与 体内 的 某 些 蛋白 质 的 变化 有 关 , 如 果 以 这 些 蛋白 质 构建 芯片 ， 
对 众多 候选 化 学 物 进行 筛选 ,就 可 以 直接 筛选 出 与 靶 蛋 白 作 用 的 化 学 物质 ,这 必 将 大 大 
推进 药物 的 开发 。 


第 十 节 “基因 组 编辑 技术 


基因 组 编辑 (genome editing) 是 一 种 可 以 在 基因 组 水 平 上 对 某 个 基因 或 者 某 些 基因 
的 碱 基 序列 进行 定向 改造 的 遗传 操作 技术 。 该 技术 的 原理 是 利用 一 种 经 人 工 构建 的 内 
切 核酸 酶 或 者 利用 一 种 天 然 的 核酸 内 切 酶 (如 Cas9) ,在 预定 的 基因 组 位 置 切 开 DNA 的 
主 链 , 切 断 的 DNA 在 被 细胞 内 的 DNA 修复 系统 修复 过 程 中 会 产生 序列 的 变化 ,从 而 达 
到 定向 改造 基因 组 的 目的 。 在 DNA 主 链 发 生 断 裂 以 后 , 胞 内 存在 的 非 同 源 末端 连接 
(CNHEJ) 或 同 源 重 组 CHR) 两 条 修复 途径 会 立刻 启动 (参看 第 五 章 DNA 的 损伤 .修复 和 
突变 ) ,对 双 链 断裂 这 种 损伤 进行 所 谓 的 修复 (图 13 - 34) 。 之 所 以 说 是 所 谓 的 修复 ,是 因 
为 经 过 修复 以 后 的 基因 组 在 裂口 附近 的 碱 基 序列 通常 发 生 了 变化 ,要 是 没有 变化 的 话 ， 
也 就 没有 编辑 了 。 如 果 是 NHEJ 这 种 修复 途径 ,一 旦 DNA 两 条 链 发 生 断 裂 ,该 修复 途径 
先 要 利用 一 些 特殊 的 蛋白 质 与 裂口 结合 并 把 裂口 拉 到 一 起 ,再 通过 一 些 核 酸 酶 的 修剪 和 
DNA 聚合 酶 的 延伸 对 裂口 进行 加 工 改造 ,使 其 成 为 DNA 连接 酶 的 正常 底 物 , 从 而 让 裂 
口 被 重新 缝合 。 正 是 连接 前 的 加 工 和 改造 导致 裂口 处 的 碱 基 序 列 发 生 了 变化 ,这 种 变化 
可 能 是 插入 ,也 可 能 是 缺失 ,因此 通过 这 种 修复 途径 一 般 会 导致 被 编辑 的 基因 失 活 ;如 果 
是 同 源 重 组 修复 途径 ,需要 有 同 源 的 序列 。 在 进行 基因 组 编辑 的 时 候 , 同 源 的 序列 是 人 
为 提供 的 。 若 提供 的 同 源 序 列 是 好 的 ,经 过 同 源 重组 修复 ,可 以 把 一 个 本 来 坏 的 基因 进 
行 纠 正 。 若 提供 的 同 源 序列 是 坏 的 ,经 过 同 源 重组 修复 ,可 以 把 一 个 本 来 好 的 基因 给 破 


坏 。 若 提供 的 同 源 序 列 中 带 有 一 个 外 来 的 基因 , 则 经 过 同 源 重组 修复 ,可 以 将 一 个 外 来 
基因 捅 入 到 基因 组 上 ,从 而 实现 定向 转基因 的 目的 。 总 之 ,基因 组 编辑 技术 可 以 实现 四 
种 基因 组 改造 的 目的 。 
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个 13-34 基因 组 编辑 的 基本 原理 


(1) 基因 敲 除 。 若 想 使 某 个 基因 的 功能 丧失 ,可 以 在 这 个 基因 上 产生 双 链 断裂 损 
伤 , 然 后 借助 NHEJ 修复 途径 ,产生 DNA 的 插入 或 缺失 ,造成 移 码 突变 ,从 而 实现 基因 
敲 除 。 

(2) 定点 突变 。 如 果 想 把 某 个 特异 的 突变 引入 到 基因 组 上 ,需要 通过 同 源 重 组 来 实 
现 , 这 时 候 要 提供 一 个 带 有 特异 突变 的 同 源 模板 。 正 常情 况 下 同 源 重组 效率 非常 低 , 而 
在 这 个 位 点 产生 双 链 断裂 损伤 会 大 大 地 提高 重组 效率 ,从 而 实现 特异 突变 的 引入 。 

(3) 定点 转基因 。 与 特异 突变 引入 的 原理 一 样 , 在 同 源 模板 中 间 插 人 一 个 外 源 基 
因 ,这 个 外 源 基因 在 同 源 重组 修复 过 程 中 会 被 拷贝 到 基因 组 中 ,从 而 实现 定点 转基因 。 
若 编辑 的 对 象 是 人 类 基因 组 ,可 通过 这 种 方法 把 基因 插入 到 人 类 基因 组 腺 病毒 相关 整合 
位 点 (adenorassociated virus integration sitel,AAVS1) ,因为 这 个 位 点 是 一 个 开放 位 点 ， 
支持 转基因 长 期 稳定 的 表达 ,破坏 这 个 位 点 对 细胞 没有 不 利 影 响 。 

(4) 有 缺陷 的 基因 纠正 。 与 定点 突变 和 定点 转基因 一 样 ,需要 提供 同 源 的 模板 ,但 
提供 的 同 源 模板 所 带 有 的 序列 是 正常 的 ,可 在 同 源 重 组 修复 过 程 中 ,替换 需要 纠正 的 基 
因 本 来 带 有 的 有 缺陷 的 序列 ,从 而 实现 对 一 些 基因 病 进行 基因 治疗 。 

由 此 可 见 , 基 因 组 编辑 技术 的 原理 并 不 复杂 ,其 关键 在 于 能 和 否 找到 那 种 可 高 度 定向 
切断 DNA 的 内 切 核 酸 酶 。 若 能 找到 ,余下 来 的 事情 主要 交 给 细胞 的 修复 系统 自己 来 处 
理 。 这 种 处 理 就 是 进行 所 谓 的 修复 ,而 修复 的 结果 必然 带 来 基因 组 的 编辑 。 

目前 ,用 来 进行 基因 组 编辑 的 内 切 核酸 酶 有 大 范围 核酸 酶 (meganuclease,MGN) ,. 锌 指 
核酸 酶 (zinc finger nuclease,ZFN) 、 拟 转录 激活 和 蛋白 效应 物 核 酸 酶 (transcription activator- 
like effector nuclease,TALEN) (图 13 -35) 和 Cas9( 表 13-3)。 其 中 ,前 三 种 内 切 核 酸 酶 
是 酶 自己 去 识别 特定 的 碱 基 序 列 , 但 要 让 它们 识别 不 同 的 序列 ,必须 使 用 基因 工程 等 手 
段 对 其 进行 改造 。 而 Cas9 只 管 切 割 ,不管 识别 ! 识别 的 任务 由 与 它 结合 的 引导 RNA 通 
过 与 目标 DNA 序列 的 互补 配对 来 完成 。 

无 论 使 用 何 种 核酸 酶 ,由 于 基因 组 编辑 的 对 象 是 整个 基因 组 , 若 设计 得 不 好 ,有 可 能 
在 基因 组 的 非 靶 向 位 置 产 生 裂 口 , 从 而 导致 不 需要 的 DNA 突变 ,也 就 是 脱 靶 效应 (o 侍 
target effect) ,这 可 对 细胞 产生 毒性 。 


第 十 三 章 “” 分 子 生 物 学 方法 


GT 基因 组 编辑 所 使 用 
的 内 切 核 酸 酶 识别 的 碱 基 序 
列 一 般 是 20bp 或 nt, 这 是 为 
什么 ? 为 什么 不 能 用 RE 来 
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一 \ 大 范围 核酸 酶 


MGN 是 一 类 识别 位 点 序列 为 12 bp 一 40 bp 的 内 切 DNA 酶 ,存在 于 一 些 细菌 . 古 菌 、 
喉 菌 体 、 真 菌 .藻类 和 植物 体内 ,迄今 为 止 ,已 发 现 了 几 百 种 不 同 的 MGN。 由 于 此 类 内 切 
酶 识别 的 序列 较 长 ,用 它 切 割 一 种 基因 组 DNA, 通 常 只 有 一 个 切 点 ,因此 ,MGN 可 以 说 
是 特异 性 最 高 的 天 然 限 制 性 内 切 酶 。 

MGN 可 以 分 为 两 类 :一 类 是 内 含 子 内 切 核酸 酶 (intron endonuclease), 另 一 类 是 内 
含 肽 内 切 核酸 酶 (intein endonuclease)。 这 两 类 内 切 核酸 酶 均 由 转 座 子 序列 编码 。 其 中 
有 一 类 属于 LAGLIDADG 家 族 , 它 们 都 含有 高 度 保守 的 九 肽 序列 一 LAGLIDADG, 主 
要 存在 于 单 细 胞 真 核 生 物 的 线粒体 或 叶绿体 ,也 有 来 自 原核 生物 。 例 如 ,来 自 面 包 醇 母 
线粒体 的 工 - Sce 工 和 来 自 菜 茵 衣 菠 (Chzaxaycdomzomas reizzpardiii ) 叶 绿 体 的 IT- CreI ,以 
及 来 自 一 种 琉球 古 菌 中 的 工 - Dmo 工 。 这 一 家 族 的 MGN 为 同 源 二 聚 体 蛋白 ,所 识别 的 
碱 基 序 列 一 般 具 有 回 文 特征 。 

在 已 知 的 MGN 中 ,属于 LAGLIDADG 家 族 的 归 巢 内 切 核酸 酶 (intein endonuclease) 
最 有 用 。 它 在 作用 的 时 候 , 就 像 一 把 高 度 定 向 的 分 子 剪刀 ,可 取代 、 切 割 或 修饰 DNA。 
在 使 用 蛋白 质 工程 将 其 定点 改造 以 后 ,可 以 改变 它 所 能 识别 的 序列 ,因此 现 有 多 种 改造 
过 的 MGN 可 用 来 对 各 种 基因 组 DNA 进行 编辑 。 

改造 的 方法 可 以 是 对 已 有 的 MGN 进行 定点 突变 ,从 而 改变 其 识别 的 序列 的 特异 
性 ,也 可 以 将 不 同 的 MGN 的 结构 域 进行 重组 ,得 到 序列 特异 性 改变 的 入 合 酶 。 


二 、 锌 指 核酸 酶 


锌 指 是 许多 DNA 序列 特异 性 结合 蛋白 用 来 识别 并 结合 特定 碱 基 序列 的 模 体 结构 。 
每 个 锌 指 可 直接 特异 识别 DNA 双 螺 旋 中 3 个 连续 的 核 背 酸 ,但 若 人 为 地 将 3 一 6 个 识别 
不 同 靶 位 点 序列 的 锌 指 结构 串联 在 一 起 , 则 能 识别 并 结合 更 长 ,特异 性 更 高 的 靶 序列 。 
在 此 基础 上 ,如 果 再 将 这 种 由 重组 锌 指 构成 的 结构 域 与 下 型 限制 性 内 切 酶 Foe 工 C 端 96 
个 氨基 酸 残 基 组 成 的 活性 中 心 结 构 域 相连 接 ,就 可 构建 成 ZEN, 实 现 对 部 序列 的 定点 切 
割 。 如 果 增 加 串联 锌 指 的 数目 ,可 让 ZEFN 识别 更 长 的 靶 序 列 , 同 时 也 就 提高 了 DNA 靶 
向 修饰 的 特异 性 。Fo& 工 是 来 自 海 床 黄 杆 菌 (FLavopacteriuza ok&eazzokboites) ,只 在 二 聚 体 


第 十 三 章 “分子 生物 学 方法 


状态 时 才能 切割 DNA, 故 设计 好 的 2 个 互补 的 ZEFN 分 子 同 时 与 靶 位 点 结合 ,一旦 它们 之 
间 的 距离 恰当 (一 般 为 6 bp 一 8 bp) ,Fo& 工 结构 域 即 二 聚 化 并 切割 DNA, 从 而 可 在 基因 
组 特定 位 点 切断 DNA, 形 成 * 双 链 断 裂 缺 口 ”。 双 链 断 裂 可 以 启动 细胞 内 的 DNA 损伤 修 
复 机 制 ,一 方面 细胞 通过 易 错 的 NHEJ 机 制 修复 双 链 断裂 ,从 而 在 ZEN 靶 位 点 造成 小 片 
段 随机 性 丢失 或 插入 ,引起 基因 的 靶 向 涡 除 ; 另 一 方面 ,由 于 双 链 断裂 可 刺激 同 源 重 组 ,如 
果 细 胞 内 同时 存在 与 靶 位 点 同 源 的 DNA 片 段 , 则 细胞 可 通过 同 源 重 组 的 机 制 修复 双 链 断 
裂 , 从 而 实现 靶 基 因 殴 除 或 敲 人 。 例 如 ,2012 年 ,Michael Holmes 等 人 尝试 使 用 ZFEN 破坏 
CD4 =- 工 细 胞 中 的 内 源 基因 CCR5 ,使 HIV 失去 感染 所 必需 的 辅助 受 体 , 从 而 抑制 病毒 的 
繁殖 与 传播 。 目 前 ,Sangamo 公司 针对 CCRS5 设计 的 ZEN 药物 已 进入 三 期 临床 试验 阶段 。 


表 13-3 四 种 基因 组 编辑 技术 的 比较 


人 


天 齐 TMGN 它 = 0 2 
识别 模式 蛋白 质 -DNA 一 “蛋白质 - DNA 蛋 自 质 - DNA RNA-DNA 


识别 长 度 (bp) 12 一 40 一 (3 二 6)X3X2 (12 一 20) 汉 2 20 
识别 序列 特征 “ 回 文 特征 。 以 3 bp 为 单位 5 前 一 位 为 了 3/ 序列 为 NGG 
特异 性 高 较 高 一 般 元 才 
构建 难 易 ”容易 难度 大 ” 较 容易 容易 
细 胞 毒性 小 5 ww 避 较 小 小 
构成 “一 政 造 过 的 MGN ”ZEF/FokI ， ， TALE/FotI Cas9/sgRNA 
彼 向 序列 (bp) 大 于 12- 一 汪 革 芭 人生 下 0 YA 2 
切割 类 型 双 链 断裂 ; 单 链 缺 刻 双 链 断 裂 . 单 链 缺 刻 - 双 链 断 裂 , 单 链 缺 刻 “ 双 链 断 裂 , 单 链 缺 刻 
技术 难度 ”容易 困难 _ “ 较 容 易 非常 容易 
脱 靶 效应 较 高 ，- 较 高 较 高 2 低 
三 、 拟 转录 激活 蛋白 效应 物 核酸 酶 


ZEFN 的 发 明 使 得 精确 的 基因 组 编辑 成 为 可 能 ,但 其 对 DNA 序列 识别 的 不 规律 性 使 
得 它 的 发 展 受到 一 定 的 限制 。2009 年 ,有 人 在 植物 病原 体 黄 单 胞 菌 (Xazztjhozoras) 中 ， 
发 现 一 种 拟 转 录 激 活 蛋白 效应 因子 (transcription activator-like effector, 工 ALE) ,该 因子 
能 以 序列 特异 性 的 方式 结合 DNA。 利 用 该 特点 ,科学 家 们 成 功 构建 出 TALEN, 用 于 基 
因 组 编辑 。TALEN 是 由 TALE 代替 了 ZF 作为 DNA 结合 域 而 与 Fok 工 切割 结构 域 重 。 Gy 加 何 利 月 基因 编辑 
组 而 成 的 核酸 酶 。 通 过 TALE 识别 特异 的 DNA 序列 ,Fok 工 二 聚 化 产生 内 切 核酸 酶 活 。 的 方法 未 治 三 区 沪 病 和 全 基 
性 ,与 ZFN 一 样 ,在 特异 的 靶 DNA 序列 上 产生 双 链 断 裂 以 实现 精确 的 基因 组 编辑 。 通 。 名 下 一， 
过 对 已 发 现 的 所 有 TALE 蛋白 分 析 发 现 ,TALE 和 蛋白 中 DNA 结合 域 有 1 个 共同 的 特点 ， 
即 不 同 的 TALE 和 蛋白 的 DNA 结合 域 是 由 数目 不 同 、 高 度 保守 的 重复 单元 组 成 ,每 个 重 
复 单元 含有 33 一 35 个 氨基 酸 残 基 。 这 些 重 复 单 元 的 氨基 酸 组 成 相当 保守 ,除了 第 12 和 
13 位 氨基 酸 可 变 外 ,其 他 氨基 酸 都 是 相同 的 ,这 两 个 氨基 酸 称 为 重复 可 变 的 双 氢 基 酸 残 
基 (repeat variable diresidues,RVD) 。TALE 特异 识别 DNA 的 机 制 在 于 ,每 个 RVD 可 以 
特异 识别 DNA 分 子 中 4 种 碱 基 中 的 1 种 ,目前 在 发 现 的 5 种 RVD 中 ,His - Asp 特异 识 
别 碱 基 C,Asn =- lle 识别 碱 基 A,Asn- Asn 识别 碱 基 G 或 A,Asn- Gly 识 别 碱 基 工 ,Asn 
-Ser 可 以 识别 AT.G、C 中 的 任 一 种 。 而 通过 对 天 然 TALE 的 研究 发 现 ,TALE 蛋白 框 
架 固定 识别 碱 基 工 , 故 靶 序 列 总 是 以 碱 基 工 开始 。 因 此 ,理论 上 可 以 根据 实验 目的 对 
DNA 结合 结构 域 的 RVD 进行 设计 ,得 到 特异 识别 任意 靶 位 点 序列 的 ALE。 

TALEN 的 发 明 使 基因 组 编辑 的 效率 和 可 操作 性 得 到 了 提高 ,对 于 目的 片段 的 切割 
效率 达到 了 近 40% 。 目 前 ,TALEN 也 像 ZEN 一 样 ,被 应 用 到 了 不 同 物种 的 细胞 及 生物 
的 基因 组 编辑 中 。 
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四 、Cas9 


Cas9 蛋白 来 自在 产 脓 链 球菌 (Streztococcas yogenes) 中 发 现 的 下 型 CRISPR 系统 。 
该 系统 十 分 简单 (图 13 - 36), 只 需要 Cas9 
和 两 个 非 编 码 RNA crRNA 和 
tracrRNA, 即 可 介 导 外 源 DNA 片段 的 定向 
降解 。 在 CRISPR/Cas9 系统 中 ,一 旦 外 源 
的 DNA 进入 胞 内 ,细菌 的 RNase 焉 即 催化 
cTRNA 的 成 熟 。 成 熟 的 crRNA 通过 碱 基 配 
对 与 tracrRNA 结合 ,形成 双 链 RNA。 这 一 
crRNA: tracrRNA 二 元 复合 体 指导 Cas9 在 图 3 -36 CRISPR/Cas9 系统 
crRNA 引导 序列 靶 标 的 特定 位 点 前 切 双 链 DNA, 其 中 Cas9 的 HNH 核酸 酶 结构 域 剪 切 
互补 链 ,而 Cas9 的 RuvCI 结 构 域 剪 切 非 互 补 链 。Cas9 系统 介 导 的 基因 组 编辑 就 是 利用 
CRISPRVCas9 系统 对 DNA 分 子 的 靶 向 切割 特性 ,使 其 用 于 定向 的 基因 修饰 。 

2012 年 ,来 自 加 州 大 学 伯 殉 利 分 校 的 一 个 研究 小 组 ,首先 利用 人 工 设 计 的 crRNA 序 
列 ,使 用 CRISPRVCas9 系统 对 体外 的 DNA 靶 序 列 进行 了 精确 切割 ,并 且 把 crRNA: 
tracrRNA 二 元 复合 体 改 造 为 单 链 RNA 岩 合 体 ,使 其 成 为 单一 引导 RNA(single-guide 
RNA,sgRNA) ,也 能 引导 Cas9 在 特定 位 点 前 切 双 链 DNA。 而 且 , 如 果 对 Cas9 的 HNH 
核酸 酶 结构 域 及 RuvCI 结构 域 进 行 改造 ,还 能 完成 对 目标 单 链 的 切割 。2013 年 初 ,来 自 
MIT 的 另 一 个 研究 小 组 证 明了 经 过 修饰 的 Cas9 ,可 以 在 crRNAl:tracrRNA 的 指导 下 ,对 
来 自 人 肾 胚 的 293FT 细胞 的 特定 位 点 进行 精确 地 切割 。 他 们 还 发 现 ,在 对 Cas9 的 RuvC 
工 结构 域 进行 改造 以 后 ,Cas9 对 目标 基因 进行 单 链 切割 在 人 源 细 胞 中 同样 可 以 实现 。 
而 且 通 过 设计 多 段 erRNA, 可 以 让 CRISPRVCas9 系统 对 同一 个 细胞 的 多 个 位 点 进行 切 
割 。 他 们 的 研究 甚至 发 现 ,把 Cas9 .crRNA 及 tracrRNA 序列 构建 于 同一 个 质粒 上 进行 
转 染 ,就 可 以 完成 切割 ,大 大 降低 了 操作 的 难度 。 差 不 多 与 此 同时 ,来 自 哈 佛 大 学 的 一 个 
研究 小 组 也 利用 了 类 似 的 方法 ,对 293FT、K562 和 诱导 多 能 干细胞 (induced pluripotent 
stem cells,iPS) 进行 了 精确 的 基因 编辑 。 之 后 ,又 有 3 个 不 同 的 研究 小 组 也 利用 了 
CRISPRV/Cas9 系统 对 人 、 小 鼠 和 斑马 鱼 细胞 同样 进行 了 精确 的 基因 组 编辑 。2014 年 ,我 
国 的 高 彩霞 等 人 使 用 TALEN 和 CRISPRVCas9 系统 ,将 小 麦 六 倍 体 基因 组 中 三 个 拷贝 
的 抑制 防御 白粉 菌 的 基因 破坏 ,获得 可 抵抗 白粉 病 C(powdery mildew) 的 小 麦 。CRISPR/ 
Cas9 对 靶 位 点 的 切割 效率 被 证 明 与 ZFN 和 TALEN 相差 无 几 。 

除了 用 于 定点 的 基因 组 编辑 ,CRISPR/VCas9 也 可 用 于 改变 目的 基因 的 转录 。 例 如 ， 
已 有 人 改造 构建 了 没有 核酸 酶 活性 的 Cas9(deactivated Cas9，dCas9) ,通过 与 指导 RNA 
转化 大 肠 杆 菌 可 以 靶 向 干扰 目的 基因 的 转录 ,这 一 过 程 被 称 为 CRISPRi。CRISPRI 具有 
高 度 特异 性 ,能 够 靶 向 干扰 单个 或 同时 干扰 多 个 基因 ,而 且 通 过 可 诱导 局 动 子 的 加 入 ,人 
为 地 控制 干扰 过 程 。 再 如 ,有 人 将 dCas9 的 C 端 与 一 些 激活 蛋白 的 激活 结构 域 融 合 在 一 
起 ,然后 在 SgsRNA 的 引导 下 ,可 以 定向 激活 基因 组 上 特定 的 基因 表达 。 还 有 人 将 dCas9 与 
人 的 p300 的 HAT 核心 结构 域 融 合 ,再 在 sgRNA 的 引导 下 ,与 dCas9 融合 的 HAT 可 对 基 
因 组 上 特定 染色 质 上 的 组 蛋白 进行 乙酰 化 修饰 ,有 助 于 被 修饰 的 染色 质 附件 的 基因 表达 。 

相 较 于 MGN 、ZFN 和 TALEN 技术 ,CRISPR/Cas9 系统 相当 于 是 一 个 天 然 存 在 的 
原核 干扰 系统 ,其 介 导 的 基因 组 编辑 是 由 crRNA 指导 的 ,对 靶 序 列 的 识别 依赖 于 RNA 
与 DNA 的 碱 基 配 对 , 相 比 蛋白 质 对 DNA 序列 的 识别 要 精确 更 多 ,只 要 有 一 个 碱 基 无 法 
配对 ,就 不 会 实现 Cas9 对 DNA 的 切割 ,这 就 降低 了 脱 靶 切割 的 概率 ,也 就 减弱 了 细胞 毒 
性 。 而 且 , 改 进 过 的 CRISPR/Cas9 系统 只 需要 设计 与 靶 序 列 互补 的 sgRNA 即 可 ,过 程 
相对 于 TALEN 更 为 简单 和 廉价 ,一 般 的 实验 室 都 可 以 自行 完成 构建 ,这 大 大 提高 了 基 
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因 操 作 的 效率 及 简便 性 。 并 且 ,CRISPR/VCas9 系统 是 由 RNA 介 导 的 DNA 切割 , 若 在 
RNA 水平 上 进行 分 子 操作 , 则 可 实现 精确 且 瞬 时 的 切割 。 但 是 ,CRISPRVCas9 系统 在 真 
核 基 因 组 编辑 中 也 存在 着 一 些 不 足 :首先 ,Cas9 蛋白 对 于 目标 序列 的 切割 不 仅仅 依靠 
crRNA 序列 的 匹配 ,在 目标 序列 即 前 间隔 序列 附近 必须 存在 一 些小 的 前 间隔 序列 邻近 
模 体 (PAM) , 若 目 标 序 列 周 围 不 存在 PAM(PAM 序列 一 般 为 NGG) ,或 者 无 法 严格 配 
对 ,Cas9 蛋白 就 不 能 行使 核酸 酶 的 功能 ,这 也 造成 了 不 能 利用 CRISPRVCas9 对 任意 序列 
进行 切割 ;其 次 ,目前 CRISPR/Cas9 系统 所 靶 向 的 序列 仅 需 十 多 个 pp 精确 配对 ,这 可 能 
降低 CRISPR/Cas9 系统 切割 的 特异 性 , 且 作 为 一 个 原核 系统 ,针对 真 核 细胞 中 染色 体 的 
各 种 化 学 修饰 是 否 能 够 无 差别 地 进行 高 效 切割 尚 需 作 进一步 探究 ;最 后 ,和 ZFN 及 
TALEN 技术 一 样 ,CRISPRVCas9 也 面临 着 如 何 控制 双 链 断裂 之 后 的 NHEJ 修复 可 能 随 
机 产生 的 细胞 毒性 问题 。 
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大 多 数 研 究 者 使 用 的 Cas9 来 自 化 脓 性 链球 菌 (Sirezptococcas 轧 yJogetes) ,这 种 Cas9 比 
较 大 ,得 张 锋 在 金黄 色 葡 萄 球菌 (Siajyiaciccus aureus) 发 现 的 Cas9 要 小 得 多 。 因 此 
使 用 小 一 号 的 Cas9 便 解 决 了 原来 大 小 的 问题 。 

解决 了 这 个 问题 以 后 ,研究 者 以 带 有 缺陷 抗 肌 营 养 不 良 蛋 白 基因 的 小 鼠 作为 模 
型 ,其 一 个 外 显 子 有 问题 。 他 们 使 用 新 的 改进 过 的 CRISPR/Cas9 系统 将 无 功能 的 外 
显 子 切 除 ,然后 让 机 体 天 然 的 DNA 修复 系统 将 留 下 的 基因 裂口 缝合 ,从 而 得 到 了 一 种 
截 短 但 却 有 功能 的 抗 肌 营 养 不 良 蛋白 基因 。 星 然 将 一 个 没有 功能 的 外 显 子 直接 切除 
要 比 用 一 个 正常 的 拷贝 取而代之 要 容易 得 多 ,效率 也 更 高 。 

Gersbach 和 他 的 团队 首先 用 这 种 方式 ， 直接 将 编辑 工具 引入 了 一 只 成 年 惠 病 小 鼠 
的 腿 部 肌肉 之 中 ， 发 现 了 有 功能 的 抗 肌 营 养 不 良 蛋 白 的 表达 ， 肌肉 力量 因此 增强 。 他 
们 又 将 CRISPR/AAV 注射 到 血液 中 ,这 样 可 以 让 每 一 种 肌肉 都 有 机 会 获得 编辑 工 
具 , 结 果 表 明 , 全 身 肌肉 动能 都 有 政 善 ,包括 心肌 。 这 的 确 是 一 个 非常 重要 的 突破 , 因 
为 心脏 疹 竟 通常 是 杜氏 肌肉 营养 不 良 症 串 者 死亡 的 主要 原因 。 

杜 克 大 学 的 Charles 人 esbath、 哈佛 大 学 的 Amy Wagers 分 别 和 张 锋 合作 完成 ， 并 
分 别 报道 了 他 们 类 似 的 研究 结果 。CRISPR 的 精确 性 也 在 研究 中 进行 了 评价 ,所 有 三 
组 研究 都 没有 发 现 这 种 技术 因 脱 靶 效应 影响 到 其 他 基因 。 

Wagers 小 组 发 现 , 在 肌肉 干细胞 内 的 抗 肌 萎缩 蛋白 缺陷 基因 也 受到 修复 ,这 一 结 
果 非 常 重要 ， 庆 明 这 种 洛 疗 不 会 随 着 这 此 成 肌肉 细 胞 的 退化 效果 消失， 因为 这 些 干 
细胞 能 补充 和 代替 这 些 退 化 的 肌肉 细胞 。 动 物 接受 CRISPR 治疗 后 肌 内 强度 并 没有 
完全 恢复 到 正常 水 平 ， 说 明 这 种 治疗 并 不 是 治 爷 。 不 过 Gersbach 认为 这 种 方法 仍然 
存在 改进 的 空间 。Olson 提出 ,大 约 80 吧 的 柱 氏 山内 营养 不 良 证 患者 将 可 能 因为 这 种 
技术 受益 ， 但 是 开展 临床 研究 仍 需要 等 待 计 年 ， 进入 临床 前 需要 进行 大 型 动物 实验 ， 
证 明 这 种 技术 的 安全 性 。 
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科学 苹 圭 一 一 绿色 关 光 蛋白 的 发 现 及 发 展 


2008 年 的 诺 贝 汞 化 学 奖 被 授予 了 在 绿色 英 光 蛋白 GFP(green fluorescent 
protein，GFP) 的 发 现 、 研究 和 应 用 中 有 突出 贡献 的 三 位 科学 家 Osamu 
Shimnomura、Martin Chalfie 和 Roger Y. Tsien( 图 13 -37) ,其 中 了 Roger Y,， Tsien 是 
我 国 已 故 的 著名 科学 家 钱学森 在 美国 的 侄子 ,他 的 中 文 名 字 是 钱 永 健 。 令 人 遗 铠 的 
是 ,Roger Y. Tsien 已 于 2016 年 8 月 31 日 在 美国 去 世 , 享 年 64 岁 。 

Shimomtura 的 贡献 是 发 现 了 GFP,Chalfie 的 贡献 是 将 GFP 的 荧光 特性 应 用 在 
生物 学 研究 上 ,而 钱 永 健 的 贡献 是 解释 GFP 了 的 发 光 机 制 , 并 在 此 基础 上 开发 出 增 
强 性 、 多 色 的 GFP 有 蛋白。 然而 ,这 三 位 诺 贝 尔 奖 得 主 可 能 都 应 该 感谢 Douglas 
Prasher 这 个 人 。 

发 现 GFP 的 故事 可 以 追溯 到 第 二 次 世界 大 战 后 的 日 本 。Shimomura 于 1928 
年 出 生 于 日 本 京都 。 二 战 和 美国 投下 的 原子 弹 中 断 了 他 的 教育 。 尽 管 如 此 ,他 还 是 
热爱 科学 。1955 年 ,Shimomnura 成 为 名 古 屋 大 学 Yoshimasa Hirata 教授 的 研究 助 
理 。Hirata 给 了 他 一 个 似乎 不 大 可 能 完成 的 题目 Ni 
(CCypridina) 的 残骸 遇 水 发 光 的 原因 。 将 一 个 如 此 困难 的 工作 交 给 一 个 没有 什么 
验 的 助手 ,似乎 不 可 思议 ,但 也 情 有 可 原 。 因 为 在 当时 ,美国 一 个 领先 的 研究 小 
在 努力 试图 分 离 这 种 发 光 物 质 。Hirata 不 能 将 一 个 看 似 不 可 能 成 功 的 研究 项 目 交 


第 十 三 章 分子 生物 学 方法 


图 | 13 - 37 Osamu Shimiomura( 左 )、 Martin Chaifie( 中 ) 和 Roger Y、Tsien( 1952 一 2016) ( 右 ) 


给 博士 生 们 ,因为 他 们 需要 成 果 才 能 按时 毕业 。 

幸运 的 是 ,一 年 后 Shimomura 得 到 了 这 种 发 光 物 ,这 是 一 种 蛋白 质 , 其 亮度 比 磨 
碎 的 海 荧 残 豚 高 出 3. 7 万 倍 。 研 究 成 果 发 表 后 ,引起 了 美国 普林斯顿 大 学 Frank 
Johnson 教授 的 兴趣 。 受 Johnson 的 邀请 ,他 去 了 普林斯顿 大 学 工作 。 作 为 告别 礼 
物 ,Hirata 见证 了 Shimomura 被 授予 名 十 屋 大 学 的 博士 学 位 ,这 是 一 个 不 同 寻 常 的 
做 法 ,因为 他 并 不 是 一 个 正式 注册 的 博士 生 。 

在 Johnson 的 实验 室 ,Shimomura 开始 寻找 另 一 种 自然 发 光 体 维多利亚 水 母 
(Aeguorea uictoria ) 的 发 光 原 因 。 在 1961 年 的 整个 夏天 ,他 们 俩 来 到 位 于 美国 西海 
” 岸 的 星期 五 港湾 (Friday Harbor) ,收集 这 种 水 母 。 他 们 切 下 水 母 的 发 光 边 缘 , 将 之 
放 到 滤纸 上 挤 压 ,以 得 到 所 谓 的 抽取 物 。 有 一 天 晚上 , 当 Shimomura 将 部 分 抽取 物 
倒 进 水 池 时 ,看 见 它们 闪闪 发 光 。 他 意识 到 ,这 是 因为 它们 结合 了 水 池 里 海水 中 的 
钙 离 子 。 但 奇怪 的 是 ,这 些 残留 物 发 出 的 不 是 水 母 中 的 绿 光 ,而 是 蓝光 。 那 一 年 ， 
Shimomura 和 Johnson 将 从 1 万 多 只 水 母 中 提取 到 的 原材料 带 回 普林斯顿 。 几 个 
月 后 ,他 们 从 中 纯化 出 几 毫 克 的 蓝光 材料 ,将 之 命名 为 水 母 素 (aequorin) 。 

1962 年 ,Shimomura 和 Johnson 等 发 表 论 文 , 详 细 描 述 了 提取 水 母 素 的 过 程 , 同 
时 也 提 到 他 们 无 意 中 分 离 出 另外 一 种 蛋白 质 , 这 种 蛋白 质 在 日 光 下 呈 淡 绿色 ,灯光 
下 呈 黄 色 , 在 紫外 光 下 呈 绿 色 。 它 们 将 这 种 蛋白 质 称 为 绿色 蛋白 ,也 就 是 今天 的 
GEFP。 这 是 人 类 第 一 次 对 GEFP 的 描述 。 

20 世纪 70 年 代 *Shimomnura 更 加 专注 地 研究 GFP 的 荧光 性 质 。 他 发 现 ,GFP 
含有 一 个 发 色 团 ,这 是 一 种 能 吸光 和 发 光 的 化 学 基 团 。 在 紫外 光 或 蓝光 的 照射 下 ， 
GFP 的 发 色 团 吸 收 光线 中 的 能 量 , 被 激活 ,然后 再 释放 出 绿色 波长 的 光 。 在 水 母体 
内 ,GEFP 的 发 色 团 将 水 母 素 的 蓝光 转换 成 为 绿 光 , 因 此 水 母 发 出 的 是 绿 光 。 而 最 重 
要 的 是 GFP 发 光 不 需要 其 他 蛋白 质 的 帮助 。 

Shimomura 终于 明白 GFP 为 什么 会 发 光 了 ,但 他 完全 不 知道 也 不 在 乎 这 种 蛋 
白质 会 有 什么 用 途 ,仍然 是 一 如 既往 地 做 自己 的 研究 ,他 和 同事 每 年 夏天 都 到 星期 
五 港湾 收集 水 母 。19 年 间 共 收集 了 大 约 85 万 只 水 母 , 这 一 工作 一 直 持续 到 1980 
年 。 这 一 年 ,Johnson 教授 退休 了 ,Shimomura 随后 来 到 了 马萨诸塞 州 的 林 洞 海洋 生 
物 研 究 所 (Marine Biological Laboratory in Woods Hole) ,同时 在 波士顿 大 学 做 兼职 
教授 ,直至 2001 年 退休 。 退 休 后 ,他 还 在 家 里 的 地 下 室 继续 作 研 究 。 

当 诺 贝尔 奖 网 站 主编 问 他 为 什么 要 这 样 做 时 ,他 回答 道 , "我 做 研究 不 是 为 了 应 
用 或 其 他 任何 利益 。 我 做 自己 的 研究 只 是 想 摘 清 楚 水 母 为 什么 会 发 光 ”。 他 庆幸 自 
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己 在 原子 弹 的 爆炸 中 活 了 下 来 ,而 且 活 到 了 今天 ,因为 当时 他 就 住 在 距离 原子 弹 爆 
炸 地 点 12 公里 远 的 地 方 。 实 际 上 ,他 不 仅 活 下 来 了 ,而 且 长 寿 , 终 于 在 80 岁 时 因为 
自己 40 多 年 前 的 工作 获得 了 诺 贝 尔 奖 。 

Prasher 的 工作 主要 是 克隆 到 了 GFP 的 基因 ,为 Chalfie 和 钱 永 健 后 来 的 工作 打 
下 了 基础 。 在 佐治 亚 大 学 做 研究 生 时 ,Prasher 就 对 水 母 发 光 蛋 白质 产生 了 浓厚 的 
兴趣 ,并 克隆 了 水 母 的 其 他 发 光 蛋 白质 。1980 年 , 当 Shimomura 到 林 洞 海洋 研究 所 
工作 时 ,他 遇 到 正在 这 里 作 研 究 的 Prasher。Prasher 被 GFP 迷 住 了 ,准备 克隆 它 的 
基因 ,但 发 现 申请 基金 和 完成 克隆 都 相当 困难 。 

1987 年 ,他 想到 可 以 用 GFP 作为 其 他 蛋白 质 的 信号 指示 。 为 此 ,Prasher 从 美 
国 瘤 症 研究 协会 (American Association for Cancer Research，AACR) 申请 到 了 一 笔 
为 期 三 年 的 研究 经 费 。1992 年 ,他 终于 克隆 出 了 GEFP 的 基因 ,但 也 用 完了 这 笔 钱 。 
没有 经 费 的 支持 ,他 无 法 继续 研究 ,也 就 无 法 将 克隆 到 的 GFP 基因 导入 到 细胞 中 ,从 
而 证 明 自 己 克隆 的 DNA 序列 是 否 真 的 正确 。 但 他 遵守 事先 的 约定 ,将 自己 克隆 到 
的 GFP 基因 送 给 了 哥伦比亚 大 学 的 Chalfie 教授 。 他 与 Chalfie 的 故事 始 于 1988 年 
底 在 哥伦比亚 大 学 召开 的 一 次 生物 发 光学 术 会 议 。 

自从 1982 年 ,Chalfie 就 开始 用 秀丽 隐 杆 线虫 这 种 模式 动物 做 研究 。 但 在 1988 
年 底 的 这 次 生物 发 光 会 议 之 前 ,他 从 来 就 没有 听 说 过 GFP。 在 会 议 期 间 , 一 位 报告 
人 在 报告 中 提 到 了 GEFP, 这 种 可 以 自体 发 光 的 蛋白 质 让 Chalfie 激动 不 已 ,其 他 的 演 
讲 他 一 个 字 也 没有 听 进 去 。Chalfie 立即 大 胆 展 望 如 何 将 GFP 用 到 他 的 线虫 中 ， 照 
亮 ” 他 的 实验 。 但 这 样 做 需要 GFP 的 基因 。 经 过 几 天 的 查询 ,他 得 知 Prasher 正在 
克隆 GFP 的 基因 ,并 找到 了 他 。 他 俩 在 电话 上 非常 激动 地 聊 了 一 个 多 小 时 ,并 达成 
共识 :就 是 应 该 马上 合作 ,看 看 这 种 基因 有 是否 能 在 线虫 里 工作 。 但 随后 一 系列 的 误 
会 导致 两 人 失去 了 联系 ,研究 工作 被 耽误 了 几 年 。 

在 与 Prasher 交谈 后 不 久 ,Chalfie 与 犹他 大 学 的 一 位 教授 结婚 ;并 到 犹他 大 学 
工作 了 9 个 月 。 就 在 这 段 时 间 ,Prasher 完成 了 GFP 基因 的 克隆 , 却 联系 不 到 
Chalfie。 于 是 ,Prasher 认为 他 已 经 离开 学 术 界 。1992 年 9 月 ,一 位 名 叫 Ghia 
Euskirchen 的 研究 生 加 入 了 Chalfie 的 实验 室 , 这 位 学 生 曾 经 做 过 英 光 方向 的 研究 。 
Chalfie 希望 地 能 将 GEFP 导入 到 细胞 中 。 于 是 ,两 人 开始 搜寻 荧光 有 蛋白质 的 资料 ,他 
们 找到 了 Prasher 的 论文 ,并 立即 打 电 话 找到 了 Prasher,Prasher 将 克隆 的 GFP 基 
因 送 给 了 人 他们。 一 个 月 后 ,Euskirchen 告诉 Chalfie, 她 在 显微镜 下 看 到 了 线虫 在 紫 
外 线 照 射 下 发 出 绿 光 ! 他 们 的 论文 发 表 在 1994 年 2 月 的 `Science 杂志 上 。 

然而 ,实际 上 这 一 发 现 差 一 点 被 错过 ! 目前 在 耶鲁 大 学 工作 的 Euskirchen 在 接 
受 Nature 杂志 采访 时 ,说 她 当时 在 Chalfie 的 实验 室 并 没有 看 见 。 然 后 ,在 她 将 细 
胞 带 到 哥伦比亚 大 学 化 学 工程 系 的 老实 验 室 时 ,那里 更 好 的 显微镜 让 她 看 到 了 这 个 
荧光 神话 ! 这 一 发 现 芮 定 了 今天 GFP 革命 性 应 用 的 基础 :GFP 可 以 作为 示 踪 物 , 实 
时 观察 蛋白 质 在 细胞 内 的 运动 和 变化 ,细胞 内 的 黑 瞳 世界 被 照 亮 。 

Prasher 却 没有 那么 幸运 ,他 离开 林 洞 海洋 研究 所 ,到 美国 农业 部 的 一 个 实验 室 
工作 ,后 来 得 到 了 国家 航空 和 宇宙 航行 局 (NASA) 的 一 个 工作 合同 ,大 约 在 两 年 多 
前 ,NASA 取消 了 这 个 合同 ,Prasher 也 失去 了 工作 。 如 今 , 他 是 一 家 汽车 公司 的 蜀 
驶 员 。 

殊不知 ,Prasher 不 仅 将 GFP 的 基因 给 了 Chalfie, 还 给 了 钱 永 健 。 当 Prasher 的 
GEFP 基因 的 论文 发 表 后 , 钱 永 健 和 Chalfie 同样 激动 。 但 这 时 ,GFP 只 能 发 出 绿色 的 
荣光。 与 Chalfie 一 样 , 钱 永 健 找 到 了 Prasher 的 电话 号 码 并 最 终 找到 了 他 ,Prasher 
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很 乐意 将 基因 给 了 钱 永 健 。 钱 永 健 本 身 是 一 位 化 学 家 ,得 到 GFP 的 基因 后 ,他 开始 
研究 这 种 蛋白 质 的 发 色 团 的 结构 。 他 发 现 了 这 个 发 色 团 在 GEFP 的 238 个 氨基 酸 中 
发 生化 学 反应 的 机 制 。 以 前 的 研究 认为 ;第 65.66 和 67 号 的 氨基 酸 彼 此 反应 形成 发 


色 团 , 钱 永 健 的 研究 进一步 显示 ,这 种 化 学 反应 只 需要 氧气 ,因此 解释 了 这 种 反应 为 


何不 需要 其 他 有 蛋白质 的 参与 。 


发 出 的 荧光 
BFP 于 GFP YFP 


\ 1 


吸光 度 
吸光 度 


325 350 375 400 425 450 475 500 525 375 425 475 525 575 625 
波长 nm) 波长 (nm) 


全 13-38 GEFP 及 其 变 体 的 荧光 性 质 


借助 DNA 重组 技术 , 钱 永 健 对 GFP 进行 了 定点 突变 ,让 这 种 蛋白 质 的 其 他 部 
分 也 能 吸收 和 发 射 不 同 波 长 的 光 , 从 而 使 今天 的 研究 人 员 能 够 同时 给 不 同 的 蛋白 质 
标记 上 不 同 的 颜色 ,实时 \、 动 态 地 检测 它们 的 变化 和 相互 作用 (图 13-38)。 例 如 , 增 
强 型 GEFP (enhanced GFP,EGFP) ,发 生 了 双 和 氨基 酸 取 代 ,Leu 取代 GEFP 的 Phe64， 
Thr 取代 了 GFP 的 Ser65。 与 野生 的 GFP 相 比 ,EGFP 具有 更 强 更 稳定 的 绿色 英 
光 。 再 如 ,黄色 荧光 蛋白 (了 FP) 其 序列 与 GFP 基本 相同 ,不 同 之 处 就 是 Thr203 被 
Tyr 取代 ,这 样 的 GEFP 不 发 出 绿色 英 光 ,而 发 出 较 长 波长 的 黄色 荣光。 由 此 可 见 ， 
GFP 与 其 他 突变 体 的 氨基 酸 序列 非常 类 似 , 只 有 1 一 2 个 氨基 酸 残 基 被 实施 了 定点 
突变 。 然 而 , 钱 永 健 无 法 创造 出 发 出 红 光 的 RFP。 要 知道 , 红 光 更 容易 穿 透 生物 组 
织 。 这 时 ,两 位 来 自 俄罗斯 的 Mikhail Matz 和 Sergei Lukyanov 套 加 了 这 场 GFP 的 
革命 。 他 们 从 发 出 荧光 的 珊瑚 中 找到 了 6 个 与 GFP 类 似 的 蛋白 质 , 其 中 一 个 就 是 红 
色 。 问 题 是 这 个 红色 的 蛋白 质 太 大 太 重 ,无 法 像 GFP 一 样 襄 入 基因 中 。 钱 永 健 的 团 
队 重 新 设计 了 这 种 红色 有 蛋白质 ,让 它 变 得 更 小 更 轻 , 从 而 能 够 加 入 到 其 他 蛋白 质 中 。 

诺 贝 尔 奖 委 员 会 在 公告 中 指出 ,2008 年 诺 贝 尔 化 学 奖 的 故事 是 一 个 星光 闪烁 的 
例子 ,表明 一 个 领域 的 基础 研究 如 何在 另 一 个 领域 得 到 广泛 而 重要 的 应 用 。 但 很 遗 
憾 ,Prasher 虽然 贡献 很 大 ,但 并 没 获 奖 ! 对 此 , 钱 永 健 在 加 州 大 学 圣地 亚 哥 分 校 在 
其 获奖 当天 召开 的 记者 会 上 说 道 ; “他 创造 了 一 个 彩虹 般 的 调 色 板 。 显 然 , Prasher 


591 


592 


被 诺 贝 尔 奖 名 单 忽 略 了 ! 但 这 个 奖项 一 次 最 多 只 能 给 三 个 人 ,我 相信 委员 会 作 了 一 
个 艰难 的 决定 ”。 

Prasher 认为 自己 运气 不 好 ,但 他 一 点 也 不 后 悔 将 GFP 基因 给 了 两 位 科学 家 。 
他 说 钱 永 健 和 Chalfie 做 了 自己 难以 做 到 的 非常 伟大 的 工作 , 那 时 ,我 知道 我 将 离开 
这 个 领域 ,我 的 经 费 已 经 用 完了 。 如 果 他 们 有 机 会 来 我 这 里 ,应 该 请 我 共 进 晚餐 ”。 


PP PoP SP Per PP eaP SP PP 二 SP efP SP SCIP PP AP PSP CPP SP 


思考 题 : 


1. 你 如 何在 细菌 之 中 表达 和 纯化 出 有 毒性 的 DNA 酶 ? 

2. 你 认为 使 用 哪 一 种 文库 CCDNA 表达 文库 .cDNA 非 表 达 文 库 和 基因 组 文库 ) 来 筛 
选 下 列 基 因 或 蛋白 质 ? 

(1) 抗体 的 作用 目标 

《2) 一 个 已 知 蛋白 的 结合 对 象 

(3) 一 个 基因 的 启动 子 

(4) 一 个 基因 的 外 显 子 

3. 酵母 双 杂 交 系 统 早 已 经 成 为 确定 蛋白 质 - 蛋 白质 相互 作用 的 有 力 工 具 。 假 定 你 
有 一 个 小 鼠 的 蛋白 质 驻 , 它 没 有 转录 活性 。 你 如 何 设计 一 个 双 杂 交 系 统 来 筛选 与 蛋白 质 
X 相互 作用 的 小 鼠 蛋白 ? 

4. 你 分 离 到 一 种 生物 的 突变 体 一 一 不 能 产生 红色 的 色素 。 在 你 确定 这 种 突变 属于 
单 基因 和 隐 性 突变 以 后 ,你 如 何 克 隆 到 这 个 基因 的 正常 拷贝 ? 

5 你 克隆 到 一 个 新 的 基因 一 一 SRF, 它 编码 蛋白 质 serfin。 你 有 15 kb 的 SRF 的 基 
因 组 克隆 ,其 含有 4 kb 的 SRF 5'- 端 到 转录 起 始点 的 序列 。 在 你 将 SRF 5'- 端 序列 与 
LacZ 基因 相连 以 后 ,将 其 转 染 到 能 正常 表达 SRF 的 细胞 ,结果 发 现 ,尽管 SRF 在 这 些 细 
胞 中 高 度 表 达 , 但 你 只 能 检测 到 较 低 的 Lac2Z 活性 。 造 成 LacZ 活性 低 最 可 能 的 原因 是 什 
么 ? 你 如 何 证 明 你 的 猜想 ? 

6. 假定 SRF mRNA 具有 特别 短 的 半 训 期 ,那么 你 如 何 鉴 别 出 与 这 个 性 质 相 关联 的 
序列 元 件 ? 

7 有 人 在 嗜 热 水 生 菌 (Therrxs adgvuaticus) 体 内 发 现 一 种 耐 热 的 限制 性 内 切 酶 一 一 
TacL, 它 识别 的 碱 基 序列 是 TCGA。 假 定 你 已 经 得 到 了 这 种 限制 性 内 切 酶 基因 的 部 分 序 
列 ,现在 需要 获得 全 长 的 基因 拷贝 ,以 方便 后 面 对 该 基因 进行 表达 改造 等 方面 的 研究 。 
于 是 你 使 用 机 械 剪 切 的 方法 将 嗜 热 水 生 菌 的 基因 组 DNA 随机 切割 成 各 种 片段 ,然后 再 
将 各 种 片段 克隆 到 由 pPBR332 衍生 的 表达 质粒 中 ,克隆 位 点 位 于 Am 太 基因 内 部 。 再 将 
克隆 的 质粒 转化 到 大 肠 杆 菌 细胞 内 ,在 含有 四 环 素 的 培养 基 上 培养 。 最 后 将 得 到 的 菌落 
吸 印 到 滤 膜 上 ,用 已 经 得 到 的 基因 片段 作为 探 针 进 行 筛 选 。 然 而 ,最 后 的 结果 证 你 出 乎 
意料 :你 几乎 没有 得 到 任何 阳性 的 克隆 ! 如 果 你 在 整个 实验 的 操作 上 没有 任何 问题 , 那 
么 是 什么 原因 让 你 得 不 到 含有 TacI 基 因 的 阳性 克隆 ? 要 获得 理想 的 结果 你 如 何 改进 你 
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的 实验 ? 

8. 有 人 从 小 鼠 细胞 中 纯化 到 了 一 种 新 的 蛋白 质 ,为 了 能 够 从 小 鼠 基因 组 中 克隆 到 
这 种 蛋白 质 的 基因 ,他 首先 测定 了 这 种 蛋白 质 的 一 级 结构 ,然后 想 根 据 遗 传 密码 来 根据 
氨基 酸 序列 来 设计 核酸 探 针 ,以 便 从 基因 组 文库 中 "* 钓 出 ?目的 基因 。 在 设计 核酸 探 针 序 
列 的 时 候 , 他 将 注意 力 集中 在 富 含 Met 或 Trp 的 序列 ,而 忽略 富 含 Leu 或 Arg 的 序列 ， 
为 什么 ? 

9. 假定 你 在 酵母 中 发 现 一 个 与 细胞 周期 相关 的 一 个 关键 基因 ,你 如 何 使 用 功能 互 
补 的 方法 快速 地 从 人 细胞 中 找到 与 这 个 基因 同 源 的 基因 ? 

10. 有 人 使 用 PCR 扩 增 一 个 2 kb 长 的 基因 ,他 在 准备 扩 增 反应 的 时 候 , 犯 了 一 些 错 
误 。 根 据 你 学 过 的 分 子 生 物 学 知识 ,你 认为 这 些 错误 对 PCR 的 结果 有 何 影响 ”他 需要 
不 需要 重新 准备 反应 系统 ? 

(1) 在 反应 系统 中 ,他 除了 加 了 dNTP, 还 如 入 了 ddNTP。 

(2) DNA 模板 的 量 比 原 计 划 多 加 了 两 倍 。 

(3) 他 使 用 了 大 肠 杆菌 的 DNA 聚合 酶 代替 Tad 聚合 酶 。 

(4) 他 设置 的 扩 增 循环 是 :1 min@37" ,1 min@50 了 ,1min@72 1C 。 

(5) 他 使 用 的 引物 序列 与 基因 的 编码 链 两 侧 的 序列 完全 相同 。 


1， http://en. wikipedia. org/wiki/Molecular_cloning (维基 百科 有 关 分 子 克隆 的 内 
容 ) 

2.，http://www. cellbio. comyVprotocols. html( 在 线 的 细胞 和 分 子 生 物 学 实验 技术 ) 

3. http://www. protocol-online. org/prot/Molecular_Biology/ (在 线 的 分 子 生 物 学 实 
验 技术 ) 

4。http://www. assay-protocol. com/molecular-biology( 在 线 的 分 子 生 物 学 实验 技 
术 ) 

5. https://en. wikipedia. org/wiki/Polymerase_chain_reaction( 维 基 百 科 有 关 PCR 
的 内 容 ) 
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数字 资源 : 


衣 名 师 课 堂 冯 


专业 词汇 英汉 对 照 和 索引 


3' .5 - dideoxynucleotide 3' ,5 一 双 脱 氧 核 苷 酸 

3 一 end unique(U3) 3 一 端 特 有 的 序列 

5 -end unique (U5) 5 - 端 特 有 的 序列 

3 - phosphoadenosyl- 5 - phosphosulfate(PAPS) 3 “- 磷 
酸 腺 苷 - 5 -磷酸 硫酸 

4-helix bundle 四 螺旋 束 

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-BDr-galactoside(Xgal) 
5 -省 - 4 - 毛 - 3 - 吗 唆 =B- 了 D- 半 乳糖 苷 

5 - bromodeoxyuracil(5 - BrU) 5 -省 尿 喀 啶 

5 - azacytidine 5 - 氮 杂 胞 苷 

5- aza- dCTP 5 - 氮 共 胞 苷 三 磷酸 

5- methylcytosines (mC) 5- 甲 基 胞 喀 啶 

5 -deoxyribose phosphatase 5“ 一 脱氧 核糖 磷酸 酶 

6 -4 photoproduct(6 =4 PP) 6-4 光 产物 

7SLRNA 7S 长 RNA 

8 -hydroxy-5- deazaflavin (8 - HDF) 8 -羟基 - 5 -去 
氮 黄 素 

8 - Hydroxydeoxyguanosine 8 -羟基 脱 氧 鸟 吐 叭 


a-1,2- mannosidase au-1,2- 甘 露 糖苷 酶 

ATPases Associated with diverse cellular Activities 
(AAA- ) 细胞 多 种 活性 相关 的 ATP 酶 

aamanitin a- 鹅 膏 理 碱 

au- complementation aw=- 互 补 

ar- fetoprotein (AFP) 甲 胎 蛋 白 

orketoglutarate-dependent dioxygenases FTO a- 酮 成 二 
酸 依赖 性 双 加 氧 酶 FTO 

abortive synthesis 无 效 合成 

abortive transcription 无 效 转 录 

acceptor site (A site) A 部 位 

activation-induced cytidine deaminase (AID) 激活 诱导 
的 胞 苷 脱 氮 酶 

activator element (Ac) 激活 元 件 

acridine orange 叫 啶 黄 

acidic domain 酸性 结构 域 

Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) 人 类 获 
得 性 免疫 缺陷 综合 征 

Actinomycin D 放 线 菌 素 D 

activation domain (AD) 激活 结构 域 


activator 激活 蛋白 

acylated homoserine lactone (AHL) 脂 栈 高 丝氨酸 内 酯 

adaptor 适应 体 

adapter molecule 接头 分 子 

adaptor protein 接头 蛋白 

adaptive response 适应 性 反应 

adenine 腺 味 吟 

adeno-associated virus integration site 1 (AAVS1) 腺 病 
毒 相 关 整 合 位 点 1 

adenosine deaminase acting on RNA (CADAR) 作用 
RNA 的 腺 苷 酸 脱 氨 酶 

adenosine deaminase (ADA) 腺 苷 脱 氨 酶 

adenomatous polyposis coli (APC) 结肠 腺 瘤 性 息肉 

adrenocorticotropin (ACTH) 促 肾 上 腺 皮质 激素 

adenovirus 腺 病毒 

ADP-ribosyltransferase ADP -核糖 基 转 移 酶 

ADP ribosylation ADP 核糖 基 化 修饰 

Aeguxorea victoria 维多利亚 水 母 

Aflatoxin 黄 曲 霉 素 

Agropacteritza iaazi Faciems 根 癌 农 杆菌 

alkaptonurea 黑 尿 病 

alkyltransferase 烷 基 转移 酶 

allele 等 位 基因 

allelic exclusion 等 位 基因 排斥 

allolactose 别 乳糖 

allosteric effector 别 构 效 应 物 

allosteric protein 别 构 和 蛋白 

alternative ribosome rescue factor A and B (ArfA 和 
ArfB) 替 代 的 核糖 体 抢 救 因 子 A 和 了 BB 

alternative splicing 选择 性 拼接 

alternative splicing factor 选择 性 拼接 因子 

alternative splicing 可 变 拼接 

alternative tailing 选择 性 加 尾 

Alzheimer's diseases (AD) 阿尔 欧 海 默 病 

Ames test Ames 试验 

amylomaltase 麦芽 糖 酶 

Azza7ita Phalioides 白 毒 企 

amber codon 政 班 型 密码 子 

amidation 栈 腕 化 
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aminoacylated tRNA 氮 本 -tRNA 

aminoacyl-tRNA synthetase (aaRS) 氮 酰 tRNA 合成 酶 

aminoacyl-tRNA-protein transferase 氮 酰 - tRNA -蛋白 
质 转移 酶 

aminoglycoside 氨基 糖苷 

A-minor motif A -小 沟 模 体 

amphipathic helix 两 亲 螺 旋 

anaphase-promoting complex (APC) 后 期 促进 复合 物 

ancillary protein factor 辅助 性 蛋白 因子 

anisomycin 茄 香 霉 素 

annealing 退火 

antennapedia complex (ANT-C) 触角 足 复 合体 

anterior pole 前 极 

anthranilate synthetase 邻 氮 基 莱 甲 酸 合成 酶 

antisense RNA 反 义 RNA 

antibiotic 抗生素 

antigenome 反 基 因 组 

AP endonuclease AP 内 切 酶 

APOBEC - 1 complementation factor (ACF) APOBEC=- 1 
互补 因子 

apo B mRNA editing catalytic subunit 1(APOBEC - 1) 
Apo B mRNA 编辑 催化 亚 基 1 

apocytochrome c 脱 辅 基 细 胞 色素 c 

apolipoprotein 载 脂 蛋 白 或 脱 辅 基 脂 和 蛋白 

apoptosis 细胞 凋 亡 

aptamer 适 体 

apurinic 无 味 叭 位 点 (AP 位 点 ) 

apyridimidic site 无 啼 啶 位 点 (AP 位 点 ) 

apyrase 双 磷 酸 酶 

Arapideozbis thaliana 拟 南 芥 

arabinose isomerase 阿拉 伯 糖 异 构 酶 

Archnaea 古 菌 

argonaute(Ago) 淘金 者 蛋白 

Aasite A 部 位 

assembly factor 组 装 因子 

Ataxia telangiectasia (AT) 共 济 失调 微血管 扩张 综 
合 征 

attachment 附着 

ATP sulfurylase ATP 硫酸 化 酶 

AUr-rich element (ARE) 富 含 AU 序列 的 元 件 

attenuation 衰减 或 弱化 

attenuator 衰减 子 或 弱化 子 

AUr-rich element (ARE) 富 含 AU 序列 的 元 件 

autism 自 闭 症 

autogenous control 自体 调控 
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autokinase 自 激 酶 


autophagosome 自 喉 体 

autosome 常 染 色 体 

autonomous 自主 型 

autonomously replicating sequence (ARS) 自主 复制 
序列 

autoradiography 放射 自 显影 

autoregulation 自体 调控 

avian myeloblastosis virus (AMV) 禽类 成 散 细 胞 瘤 
病毒 

avian Sarcoma/leukosis virus (ASLV) 鸟 肿瘤 /白血病 
病毒 


B=- galactosidase B=- 半 乳糖 虞 酶 

back mnutation 回复 突变 

backtrack 倒退 

Bacieria 细菌 

Bacteriophage Mu Mu 噬菌体 

了 Bacterial Artificial Chromosome (BAC) 细菌 人 工 染 
色 体 

Baculoviruses 昆虫 杆 状 病毒 

Barr body 巴 氏 小 体 

basal transcription factor 基础 转录 因子 

basal promoter 基础 启动 子 

base excision repair (BER) 碱 基 切 除 修复 

base flipping 碱 基 翻 转 

base pair (bp) 碱 基 对 

base-pair substitution 碱 基 对 置换 

base-stacking 碱 基 堆 集 力 

basic copy (BC) 基本 拷贝 

basic domain 碱 性 结构 域 

basichelix-loop-helix (bHLH) 碱 性 uc -螺旋 - 环 - a- 
螺旋 

basic Zipper (B-Zip) 碱 性 拉链 

beads on a string 串珠 状 

beta barrel 8B- 桶 

beta-scaffold factors with minor groove contacts 与 小 沟 
接触 的 B- 支 架 因子 

B-form double helix B 型 双 螺旋 

bidirectional replication 双向 复制 

binding immunoglobulin protein (BiP) 结合 免疫 球 蛋 白 
蛋白 

bioluminescence resonance energy transfer (BRET) 生 


物 发 光 共 振 能 量 


Bioinformatics 生物 信息 学 

biomass 生物 质 

biotinylation 生物 素 化 

bithorax complex (BX-C) 双 胸 复合 体 

bladder cancer-associated protein (BLCAP) 膀胱 癌 相 
关 和 蛋白 

bleomycin 博 来 霉 素 

Bloom's syndrome 布 伦 氏 综合 征 

blue/white screening 蓝 白 筛 选 法 

blunt ends 平 端 

Borrelia purgcorFeri 博 氏 朴 螺 旋 体 

Bovine spongiform _ encephalopathy (BSE) 牛 海绵 状 
脑病 

branch migration 分 又 迁移 

branch point binding protein (BBP) 分 支点 结合 蛋白 

brain derived neurotrophic factor (BDNF) 脑 衍生 的 神 
经 营养 因子 

bridge helix 桥 螺旋 

bromodomain 省 结构 域 

budding yeast 芽 殖 酵母 

buoyant density 浮力 密度 

bypass suppressor 迁 回 校正 

bypass synthesis 跨越 合成 

bypass translation 跳 牙 翻译 


cAMP receptor protein (CRP) cAMP 受 体 蛋白 

calcitonin gene-relatedpeptide (CGRP) 降 钙 素 基因 相 
关 肽 

catabolite activator protein (CAP) 分 解 物 激 活 和 蛋白 

calnexin (CNX) 钙 凝 素 

calreticulin (CRT) 钙 网 质 素 

cAMP response element binding protein binding protein 
(CREBBP) cAMP 反应 元 件 结合 蛋白 的 结合 蛋白 

Condiaa alpicazns 白色 念珠 菌 

Canmdica parazpsilosis 平滑 假 丝 酵母 

capping 戴 帆 

capsid protein (CA) 衣 壳 蛋白 

cap-binding complex (CBC) 帽子 结合 复合 物 

cap-binding protein (CBP) 帽子 结合 蛋白 

capsule 散 膜 

cartilage matrix protein 软骨 基质 蛋白 

Cauliflower mosaic virus (CaMV) 花椰菜 灸 舱 病 毒 

catenation 连环 化 

carboxyl-terminal domain (CTD) 羧基 端 结构 域 

C-C maotif receptor 5(CCR5) C-C 模 体 受 体 5 


专业 词汇 英汉 对 照 和 索引 


CCCTC-binding factor (CTCF) CCCTC 结合 因子 

CCA-adding enzyme CCA 添加 酶 

cyclin-dependent kinase CCDK) 周期 蛋白 依赖 性 蛋白 质 
激酶 

G/ 取 5 已 瑟 合 

cDNA library cDNA 文库 

C，elegazxs 秀丽 隐 杆 线虫 

Cell division cycle 10 - dependent transcriptl (Cdtl) 细 
胞 分 裂 周 期 蛋白 10 依赖 性 转录 因子 

cell division cycle 6〈Cdc6) 细胞 分 型 周期 蛋白 6 

cell-free translation system 无 细胞 翻译 系统 

centi Morgan (cM) 厘 摩 

central DNA flap 中 央 辟 式 结构 

central dogma 中 心 法 则 

central domain 中 央 结 构 域 

centromere 着 丝 粒 

chair-G-quadruplex 棒状 的 四 联 体 

chalone synthase 蝴蝶 兰 查 尔 酮 合 酶 

chaperonin 伴侣 蛋白 

Chargaff's rules Chargaff 规则 

chemical footprinting 化 学 足 印 法 

chemokine 趋 化 因子 

chimeic mouse 舱 合 型 小 鼠 

Chlaxaycomaozas reizzharatii 革 茵 衣 藻 

clathrin 笼 形 蛋 白 或 网 格 和 蛋白 

cleavage 卵 裂 , 剪 切 

checkpoint kinase 检查 点 激酶 

chromosome walking 染色 体 步 移 

chromosome conformation capture carbon copy (5C) 染 
色 体 构象 捕获 碳 拷 贝 

chromatin 染色 质 

chromatin assembly factor 1(CAF - 1) 染色 质 组 装 因 
示 江 

chromatin accessibility complex (CHRAC) 染色 质 可 及 
复合 物 

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) 染色 质 免 疫 
沉淀 

chromatin remodeling factor 染色 质 重 塑 因子 

chromatid 染色 单 体 

chromosome 染色 体 

chloramphenicol 氧 霉 素 

chloroplast DNA (CectDNA) 叶绿体 DNA 

circadian clock 生物 钟 

Circoviridae 环 状 病毒 

cis-dominant 顺 式 显 性 
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cis-splicing 顺 式 拼接 

cis-acting element 顺 式 作用 元 件 

cis-sequences 顺 式 序列 

cisplatin 顺 铀 

ciprofloxin 环 两 沙 星 

citrullination 瓜 氨 酸化 

clamp-loading complex 钳 载 复合 物 

class switching 类 别 转换 

class switch recombination (CSR) 类 别 转 换 重组 

cleavage and poly Adenylation specificity factor (CPSF) 
剪 切 /多 聚 腺 背 酸 化 特异 性 因子 

cleavage factor T/I (CCF IT/E) 剪 切 因子 和 

cleavage stimulation factor (CstF) 剪 切 刺激 因子 

clone contig approach 克隆 重 委 群 法 

closed complex 封闭 复合 物 

cloverleaf 三 叶 草 

co-activator 辅 激活 蛋白 

coat protein 外 被 蛋白 

coding strand 编码 链 

cohesin 粘连 蛋白 

colicin 大 肠 杆 菌 素 

co-linearity 共 线 性 

co-regulator 共 调 节 物 

cosuppression 共 阻 过 

constitutive genes 组 成 型 基因 

constitutive heterochromatin 组 成 型 异 染 色 质 

control element 受到 控制 元 件 

co-repressor 辅 阻 过 物 

Coryrzepacteriaza cizphtiheriae 白喉 杆菌 

core particle (CP) 核心 颗粒 

cordycepin 虫草 素 

coding strand 编码 链 

Cockayne's Syndrome (CS) Cockayne 氏 综 合 征 

cocktail therapy“ 鸡 尾 酒 "疗法 

cohesive ends 粘性 未 端 

cohesive site 粘性 位 点 (cos 位 点 ) 

colony stimulating factor (CSF) 集落 刺激 因子 

Comparative Genomics 比较 基因 组 学 

competent cell 感受 态 细 胞 

complex transposon 复杂 型 转 座 子 

composite transposon 复合 型 转 座 子 

Computational Biology 计算 生物 学 

complementary DNA (cDNA) 互 补 DNA 

complementarity determining region (CDR) 互补 性 决 
定 区 
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confocal laser scanner 激光 共聚 焦 扫 描 

concatemer 串联 体 

colicin 大 肠 杆菌 素 

conditional mutant 条 件 突变 体 

conjugation 接合 

contiguous stacking hybridization (CSH) 邻 堆 杂 交 

conotoxin 荆 螺 毒素 

convergent evolution 趋同 进化 

co-protease 共和 蛋白 酶 

copy number polymorphism (CNP) 拷贝 数 多 态 性 

copy number variation profiling 拷贝 数目 变异 谱 分 析 

cordycepin 冬虫夏草 素 

core enzyme 核心 酶 

core promoter 核心 启动 子 

coronavirus 冠状 病毒 

cosmid 柯 斯 质粒 

covalently-closed circular (cccDNA) 共 价 闭环 DNA 

CpG island CpG 轧 

CRE cAMP 反应 元 件 

Creutzfeld-Jakob disease (CJD) 克 - 雅 氏 综合 1 

CRISPR associated protein (Cas) CRISPR 关联 和 蛋白 

CRISPR RNA crRNA 

cross-linking 共 价 交 联 

cruciform DNA 十 字形 DNA 

cryptic satellite DNA 隐蔽 卫星 DNA 

cryptochrome (CRY) 隐蔽 色素 

cuticle protein 师 角 质 膜 和 蛋白 

cutaneous T-cell lymphoma (CTCL) 皮肤 工 细 胞 淋 
巴 瘤 

C value paradox C 值 了 矛盾 

CXC motif receptor4 (CXCR4) C-X=-C 模 体 受 体 4 

cyclic phosphodiesterase 环 磅 酸 二 酯 酶 

cyclesequencing 循环 测序 

cyclin 细胞 周期 蛋白 

cyclin-dependent kinase 依赖 于 周期 蛋白 的 蛋白 质 激酶 
(CDK) 

cyclin-dependent kinase activating kinase (CAK) 周期 
蛋白 依赖 性 激酶 激活 的 激酶 

cycloheximide 放 线 菌 酮 

cyclobutane pyrimidine dimmer (CPD) 环 丁 烷 喀 啶 二 聚 
体 

cystic fibrosis 囊 性 纤维 变性 

cytosine 胞 喀 啶 

cytosolic chaperonin containing TCP - 1(CCCT) 细胞 质 
基质 含有 TCP- 1 的 伴侣 蛋白 


cytokines 细胞 因子 

cytochrome c heme lyase (CCHL) 细胞 色素 c 血红 素 
裂 合 本 

cytidine deaminase acting on tRNA base 8(CDAT8) 作 
用 tRNAS8 号 碱 基 的 胞 昔 酸 脱 氨 酶 


damage bypass 损伤 跨越 

damage sensor proteins :损伤 探测 蛋白 

Dbf4-dependent protein kinase (DDK) Dbf4 依赖 性 蛋 
白质 激酶 

deamidase 脱 酰胺 酶 

death receptor 死亡 受 体 

deazaflavin 脱 氮 黄 素 

decatenation 去 连环 化 

decay-accelerating factor (DAF) 退化 加 速 因 子 

degeneracy 简 并 性 

degenerate PCR 简 并 PCR 

degradosome 降解 体 

dehydroalanine 脱氧 丙 氨 酸 

delayed early gene 有 晚 早 期 基因 

Deliaproteobacteria 38- 变形 细菌 

Deimococcas 7adiodurazs 了 醒 辐 射 奇 球菌 

denaturation 变性 、 

density gradient centrifugation 密度 梯度 离心 

De novo synthesis 从 头 合 成 

destruction box 破坏 盒 

deubiquitinating enzymes 去 泛 栈 化 酶 

diphthamide 白喉 酰胺 

differential display PCR (DD - PCR) 差异 显示 PCR 
技术 

differential expression 差别 表达 

distal ends_ 远 端 

DNA adenine methyltransferase (Dam) DNA 腺 味 吟 甲 
基 转 移 酶 

DNA amplification DNA 扩 增 

DNA bending DNA 弯曲 

DNA dependent DNA polymerase (CDNAP) 依赖 于 
DNA 的 DNA 聚合 酶 

DNA-dependent RNA polymerase (RNAP) 依 赖 于 
DNA 的 RNA 聚合 酶 

DNA-dependent protein kinase's catalytic subunit (IDNA-- 
PKc) DNA 依赖 性 蛋白 质 激酶 催化 亚 基 

DNase [ footprinting assay DNA 酶 工 - 足 印 分 析 

DNase [ hypersensitive site (DHS) DNA 酶 工 超 敏 感 


专业 词汇 英汉 对 照 和 索引 


DNA chaperone DNA 伴侣 和 蛋白 

DNA deaminase DNA 脱 氮 酶 

DNA transposons that transpose conservatively 保留 型 
DNA 转 座 子 

DNA transposons that transpose replicatively 复制 型 
DNA 转 座 子 

DNA scrunching DNA 皱 福 

DNA-glycosylase DNA 糖苷 酶 

DNA photoreactivating enzyme DNA 光复 活 酶 

DNA photolyase DNA 光 裂 合 酶 

DNA ligase DNA 连接 酶 

DNA microarray DNA 微 阵 列 

DNA imprinting DNA 印记 

DNA methyltransferases DNA 甲 基 化 酶 

DNA recognition helix DNA 识别 螺旋 

DNA-binding domain (DBD) DNA 结合 结构 域 

DNA unwinding element (DUE) DNA 解 链 元 件 

dihydrouridine (D) 二 氧 尿 喀 喧 

dimethylsulphate (DMS) 硫酸 二 甲 酯 

diploid 二 倍 体 

diphtheria toxin (DT) 白喉 毒素 

direct repeat 直接 重复 

dispersive 弥散 性 

displacement-loop 取代 环 (D- 环 ) 

direct repair 直接 修复 

direct repeats 直接 重复 序列 

dissociation element (Ds) 解 离 元 件 

distal sequence element (DSE) 远 端 序列 元 件 

D loop D 环 

dodecapeptide 十 二 肽 

dolichol 多 熙 醇 

dominant 显 性 的 

dominant negative mutant 显 性 负 性 突变 体 

donor duplex 供 体 双 链 

“double sieve”mechanism“ 双 和 蔓 ” 机 制 

double-strand break model 双 链 断裂 模型 

double-strand break repair (DSBR) 双 链 断裂 修复 

double-strand origin (DSO) 双 链 起 始 区 

down mutations 下 降 突变 

Down syndromer-associated cell adhesion molecule 
(CDscam) 唐 氏 综合 征 相关 细胞 粘着 分 子 

downstream promoter element (DPE) 下 游 启 动 子 元 件 

drug-resistance plasmids 抗 药性 质粒 (R 质粒 ) 

dsRNA-dependent protein kinase (PKR ) 
dsRNA 的 蛋白 质 激酶 


依赖 于 
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Drosophila mielanogaster 黑 腹 果 蝇 

dystrophin 抗 肌 营 养 不 良 蛋 和 白 

Dyschromatosis symmetrica hereditaria 遗传 性 对 称 性 
色素 异常 症 


early Br-cell factor 3 (EBF3) 期 B 细 胞 因子 3 

Ebola virus 埃 博 拉 病 毒 

echinoderm 坏 皮 类 动物 

editing 编辑 

editing site 校对 中 心 

editosome 编辑 体 

effector domain 效应 器 结构 域 

eIF4E binding proteinl (CeIF4EBP1) eIF4 下 结合 蛋白 1 

electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 电泳 迁移 
洁 后 分 析 

electroporation 电 穿 孔 

electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 电泳 泳 动 
变化 分 析 

electrospray ionization-tander mass Spectrometry (上 SI 
-MS) 电 喷 雾 电 离 串 联 质 谱 

element 元 件 

elongation mnutation 加 长 突变 

elongation factor (EF) 延伸 因子 

end-product repression 末端 产物 阻 遏 

enhanceosome 增强 体 

envelope 外 被 

embryonic stem cells (ES cells) 干细胞 

endosome 内 体 

enhancer 增强 子 

enhanced GFP (EGFP) 增强 型 绿色 荧光 蛋白 

Enaterococcas aecalis 凑 肠 球菌 

environmental genomics 环境 基因 组 学 

ERE 雌 激素 反应 元 件 

ER-associated degradation pathway (ERAD) 内 质 网 关 
联 的 蛋白 质 降 解 途径 

epigenetic 表 观 遗传 

epigenetics 表 观 遗传 学 

Epstein-Barrvirus EB 病毒 

error-prone repair 易 错 修复 

error-prone PCR 易 错 的 PCR 

erythropopoetin(EPO) 红细胞 生成 素 

ethidium bromide(EB) 省 乙 喧 

euchromatin 常 染 色 质 

EuwRarya 真 核 生物 

Exzlotes aedicatlatas 小 腔 游 仆 虫 
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下 xzryarchaeota 广 古 菌 

excisionase 切除 酶 

excision repair 切除 修复 

exit channel 离开 通道 

exit site (E site) 下 部 位 

exome 外 显 组 

exon 外 显 子 

exon-junction complex (EJC) 外 显 子 连接 点 复合 物 
exon shuffling 外 显 子 混 编 

exon skipping 外 显 子 跳 过 

exonic splicing enhancer (ESE) 外 显 子 剪接 增强 子 
exon trapping 外 显 子 捕获 

exonuclease V 外 切 核酸 酶 V 

exosome 外 体 

expression sequence tag (EST) 表达 序列 标签 
expression vector 表达 载体 

expression-linked copy (ELC) 表达 偶 联 位 点 的 拷贝 
exportin 输出 蛋白 

external transcribed spacer (ETS) 外 部 转录 间隔 序列 
extein 外 显 肽 


Faconi anemia 范 康 尼 贫血 

Favopacterizzz obea7zopoites 海 床 黄 杆 菌 

facultative heterochromatin 兼 性 异 染 色 质 

farnesol 金 合 欢 醇 

farnesyl group 法 呢 酯 基 

Feline leukemia virus 猫 白 血 病 病毒 

ferritin 铁 蛋 白 

factor for inversion stimulation (Fis) 倒 位 刺激 因子 

fibronectin 纤 粘 蛋白 

Firzaicates 厚 壁 细菌 

flap endonuclease 恤 式 内 切 酶 

flagellin 鞭毛 蛋白 

fiuorescent in situ hybridization (FISH) 荧光 原 位 杂交 

fluorescence resonance energy transfer (FEFRET) 荧光 共 
振 能 量 

folding sensor 折 秋 的 传感器 

folding-competent state 折 释 能 状态 

fork pausing element 复制 叉 暂 停 元 件 

formylmethonine 甲 酰 甲 硫 氢 酸 

forward mutation 正 向 突变 

Fragile X syndrome 脆性 X 综合 征 

fragment reaction “和 合 片 ? 反 应 

frameshift mutation 移 码 突变 

functional genomics 功能 基因 组 学 


fusidic acid 权 链 驳 酸 
fusion vector 融合 载体 


gametogenesis 配子 形成 

gap gene 间 隐 基因 

gancyclovir (GCV) 两 氧 鸟 背 

Gaucher's disease 艾 谢 病 

gastrula 原 肠 且 

gene bank 基因 库 

gene chip 基因 芯片 

gene cluster 基因 敌 

gene body 基因 本 体 

gene expression 基因 表达 

gene expression profiling 基因 表达 谱 分 析 

gene family 基因 家 族 

gene gun 基因 枪 

gene knockout 基因 敲 除 

gene knockdown 基 畴 减 

gene loss 基因 丢失 

gene overlapping 基因 重 笃 

gene Superfamily 超 基因 家 族 

general recombination 一 般 性 重组 

general transcription factor 普遍 转录 因子 - 

gene shuffling 基因 混 排 

gene therapy 基因 治疗 

genetic code 遗传 密码 

genetic linkage map 遗传 连锁 图 谱 

genetic mapping 遗传 作 图 

geminin 增殖 蛋白 

genome 基因 组 

genome editing 基因 组 编辑 

genome-wide DNA methylation profiling 基因 组 规模 
DNA 甲 基 化 谱 分 析 

genomic DNA library 基因 组 文库 

Genomics 基因 组 学 

genotyping 基因 分 型 

geometric selection 几何 选择 

geraniol 香 叶 醇 

germrline gene therapy 性 细胞 基因 治疗 

germinal micronucleus 生殖 性 的 小 核 

Giardia luanblia 兰 布尔 吉 亚 尔 氏 鞭毛 虫 

glioblastoma multiforme 多 形 性 胶 质 细胞 瘤 

global genome NER (GGR) 全 局 性 基因 组 NER 

glycosylphosphatidyl inositol-anchored (GPI-anchored ) 
糖 基础 脂 酰 肌 醇 锚 定 


专业 词汇 英汉 对 照 和 索引 


glucosyl hydroxymethyl uracil 葡萄 糖 基 羟 甲 基 尿 喀 啶 

glucosyl hydroxymethyl uracil 葡萄 糖 基 凑 甲 基 尿 喀 喧 

glucose effect 葡萄 糖 效应 

glucosamine 6 - phosphate (GlcN6P) 6 -磷酸 葡 糖 胶 

glucosidase 工 (CG 工 ) 葡萄 糖 糖苷 酶 工 

glucosidase 工 (G 工 ) 糖苷 酶 工 

glucosidase 工 CGI) 葡萄 糖 糖 苷 酶 工 

glutaredoxin 谷 氧 还 蛋白 

glutamine-rich domain 富 含 Gln 结构 域 

glycoprotein glycosyltransferase 糖 蛋白 糖 基 转 移 酶 

glycosyl transferase 糖 基 转 移 酶 

glucocorticoid hormone-response element (GRE) 糖 皮 
质 激 素 反 应 元 件 

glutamate receptor channel 谷 氮 酸 受 体 通道 

glutathione reductase 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 

Glutamine Synthase-A 谷 氮 栈 胺 合成 酶 A 

G-quadruplex G- 四 联 体 

gratuitous inducer 安慰 诱导 物 

green fluorescent protein (GFP) 绿色 荧光 和 蛋白 

group 工 intron 第 一 类 内 含 子 

group [ introns 第 二 类 内 含 子 

guide RNA(gRNA) 指导 RNA 

GTPase activating protein (GAP) GTP 酶 活化 蛋白 

guanine 鸟 味 叭 

guanine-7- methyl transferase 鸟 叶 叭 -7 - 甲 基 转 移 酶 

guanosine triphosphate cyclohydrolase 马 苷 三 磷酸 环 化 
水 解 酶 

guanine nucleotide exchange factor (GEF) 乌 苷 酸 交 换 
因子 

guanylyl transferase 鸟 苷 酸 转移 酶 

guide RNA (CgRNA) 引导 RNA 

gyrase 旋转 酶 


H/ACA box H/ACA 盒 

hairpin loop-bulge contact 发 夹 环 突 触 结构 

half chiasmas 半 交 叉 点 

half-time 半衰期 

瑟 aloarcaula zza7iszzortui 死海 哺 盐 古 菌 
hammerhead ribozymes 锤 头 核 酶 

haploid 单 倍 体 

haplotype mapping project (HapMap) 单 体型 图 计划 
heat shock response element (HSE) 热 休 克 反 应 元 件 
heat shock factor (HSF1) 热 休 克 因 子 1 

head-tortail axis 头 尾 轴 

heavy strand 重 链 (HT 链 ) 
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helix-loop-helix (HLH) wo 螺旋 - 突 环 - x 螺旋 

hemagglutinin (CHA) 血 凝 素 

hemolymph 血 淋 巴 

hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC) 遗 
传 性 非 息 肉 病 性 大 肠 瘤 

Hepadna virus 哮 肝 DNA 病毒 

Hepatitis Bvirus (HBV) 乙 型 肝炎 病毒 

hepatitis D virus CHDV) 丁 型 肝炎 病毒 

heparin 肝素 

hereditary factor 遗传 因子 

herpes simplex virus-thymidine kinase 单纯 疱疹 病毒 胸 
苷 激酶 

heterochromatin 异 染 色 质 

heteropolymer 异 聚 物 

heterochromatin protein 1(HP1) 异 染 色 质 结合 蛋白 1 

heterocyst 异 胞 体 

heteroduplex 异 源 双 链 

heterologous probes 异 源 探 针 

heteropolymer 异 聚 物 

heterodisulfide reductase 异 二 硫化 物 还 原 酶 

heterozygote 厅 合 体 

helper virus 辅助 病毒 

hepatitis delta antigen (HDAg) 丁 型 肝炎 抗原 

Hepatitis delta virus (HDV) 人 了 丁 型 肝炎 病毒 

五， zxerzae 哮 血 流感 杆菌 

highly repetitive sequences 高 度 重复 序列 

high-fidelity 忠实 性 

hingsd DNA (CH-DNA) 久 链 DNA 

histone 组 蛋白 

histone core 组 蛋白 核心 

histone fold 组 蛋白 折 和 三 

His-tag 组 氮 酸 标签 

histone acetyltransferase (HAT) 组 蛋白 乙酰 转移 酶 

histone code 组 蛋白 密码 

histone deacetylase (HDAC) 组 和 蛋白 去 乙酰 酶 

histone demethyltransferase (CHDMT) 组 蛋白 去 甲 基 转 
移 酶 

histone downstream element (CHDE) 组 和 蛋白 下 游 元 件 

histone modifying enzyme 组 和 蛋白 修饰 酶 

histone variant 组 和 蛋白 变 体 

Holliday immediate Holliday 中 间 体 

Hollidayjunction Holliday 连接 

holoenzyme 全 酶 

histonemethyltransferase CHMT) 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 

Holliday structure Holliday 结构 
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homeobox gene 同 源 异形 框 基因 

homeobox 同 源 异 形 框 

homeodomain protein 同 源 异 形 和 蛋白 

homeodomain 同 源 异形 结构 域 

homing endonuclease (HO) 归 梨 核酸 酶 

homologous recombination (HR) 同 源 重组 

homologous-pairing Protein 2(Hop2) 同 源 配对 和 蛋白 2 

homeotic gene 同 源 异 形 基 因 

homopolymer 同 聚 物 

homozygote 纯 合 体 

Hoogsteen base-pairing Hoogsteen 碱 基 对 

host factor q protein (Hfq) 宿主 因子 q 和 蛋白 

hotspot “热点 ” 

house-keeping gene 管家 基因 

house-keeping protein 管家 蛋白 

Hox antisense intergenic RNA(CHOTAIR) Hox 反 义 基 
因 间 RNA 

H-strand promoter (HSP) 互 居 启动 子 

Human artificial chromosome (HAC) 人 人 工 染 色 体 

human epigenomic project (HEP) 人 类 表 观 基因 组 计划 

Human Genome Project (HGP) 人 类 基因 组 计划 

human growth hormone (hGH) 人 生长 激素 

human imnmunodeficency virus (HIV) 人 类 免疫 缺陷 
病毒 

human papilloma virus (HPV) 人 乳头 瘤 病 毒 

Human Protein Atlas (HPA) 人 类 和 蛋白 质 图 集 

human proteome project (HPP) 人 类 蛋白质 组 计划 

human T-cell leukemia virus (HTLV) 人 工 = 细 胞 白 血 
病 病毒 

Huntington's disease 享 廷 顿 氏 病 

hybrid-capture 杂交 捕获 

hydrolytic editing 水 解 编 辑 

Hygromycin B 潮 霉 素 也 

hyperchromic effect 增色 效应 

hypochromic effect 减 色 效应 

hyperphosphorylation 高 度 磷酸 化 

hypusination 脱氧 羟基 腐 胺 化 


identity 个 性 

idiling reaction 空转 反应 

immediate early gene 早早 期 基因 

imprinting control region (ICR) 印记 控制 区 域 

import intermediate associated protein (IAP) 输入 中 间 
物 关 联 和 蛋白 

importin- B binding domain 输入 蛋白 -B 结 合 


importin 输入 蛋白 

inclusion body 包涵 体 

initiation step 起 动 阶段 

induced mutations 诱发 突变 

induced pluripotent stem cells (iPSC) 诱导 多 能 干细胞 

inducer 诱导 物 

inducible gene 诱导 型 基因 

inducible operon 诱导 型 操纵 子 

induction 诱导 

influenza virus 流感 病毒 

iniation factor (IF) 起 始 因子 

initiator tRNA 起 始 下 NA 

initiator (Inr) 起 始 子 

ion torrent 离子 流 

insertion sequences (JIS) 插 人 序列 

insertion vectors 捅 人 型 载体 

insertional inactivation 择 人 失 活 

insertion/ydeletion loop (IDL 或 indel) 插入 或 缺失 环 

in situ hybridization- 原 位 杂交 

in situ synthesis 原 位 合成 

insulin-like growth factor 2(IGF2) 类 胰岛 素 生 长 因 
子 2 

insulin-response element (IRE) 胰岛 素 反 应 元 件 

intasome 整合 体 

intein 内 含 肽 

integration host factor (IHF) 整合 宿主 因子 

integrase (IN) 整合 酶 

Intercalating agents 和 骸 入 试剂 

interferon 于 扰 素 

Intergenic suppressor 基因 间 校 正 

intermediate element 中 间 元 件 

internal entry 内 部 进入 

internal loop 内 部 环 

internal promoter 内 部 启动 子 

internal methylation 内 部 甲 基 化 

internal ribosome entry site (IRES) 内 部 核糖 体 进 入 位 

internal transcribed spacer (ITS) 内 转录 间隔 区 

intervening seqduence (IVS) 间 插 序列 

Intragenic suppressors 基因 内 校正 

intron 内 含 子 

intron homing 内 含 子 归 巢 

intron-lariat spliceosomal complex (ILS) 内 含 子 套 索 前 
接 体 复合 体 

invasive-growth 侵袭 性 生长 


专业 词汇 英汉 对 照 和 索 引 


inversion 倒 位 

invertase 倒 位 酶 

inverted repeats (IR) 反 向 重复 序列 

in vitro mutagenesis 体外 突变 

in vivo 体内 

ionizing radiation (IR) 离子 辐射 

iodination 碘 基 化 

iron=response element (IRE) 铁 反 应 元 件 

IRE-binding protein (IREBP) IRE 结合 蛋白 

IRE-binding protein (IREBP) IRE 结合 蛋白 

IRES transacting factors (ITAF) IRES 反 式 作用 因子 

iron-response element (IRE) 铁 反 应 元 件 

isoaccepting tRNAS 同 工 受 体 RNA 

isoforms 蛋白 质变 体 

isoleucine-rich domain 富 含 ITle 的 结构 域 

isopeptidase 异 肽 酶 

isopropyL-Drthiogalacto-pyranoside (IPTG) 异 丙 基 硫 
代 - 扩 D- 半 乳糖 苷 

isoprenylation 蜡 戊 二 烦 化 


junk DNA 垃圾 DNA 


kinetoplast 动 基体 

kinetoplast DNA (kDNA) 动 基体 DNA 
kink-turn 弯曲 -转角 

kirromycin 黄色 霉 素 

kissing hairpin 吻 式 发 夹 结构 

Kozak sequence Kozak 序列 

Kuru 库 鲁 病 


lactamase 内 酰胺 酶 

lac operon 乳糖 操纵 子 
lactose permease 乳糖 透 过 酶 
lagging strand 后 随 链 
lantibiotic 羊毛 硫 抗 生 素 
lariat 套 索 

late gene 晚期 基因 

leader peptide sequence 导 肽 序列 
leading strand 前 导 链 

leaky scanning 遗漏 扫描 
leptotene 细 线 期 

leucine zipper 亮 氨 酸 拉链 
levansucrase 果 聚 糖 芒 糖 酶 
licensing factors 执照 因子 
light strand 轻 链 ( 世 链 ) 
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light-harvesting chlorophyll protein (LHCP) 聚 光 叶 绿 
素 蛋 白 

levansucrase 果 聚 糖 蔗 糖 酶 

library 文库 

limb bud 肢 芽 

lincomycin 林 可 霉 素 

linker DNA 连 线 DNA 

linkage map 连锁 图 谱 

linking number 连环 数 

lipidation 脂 栈 基 化 

lipotropin 促 脂 解 素 

Listeria 7a0710cytogenes 单 核 细 胞 增生 性 李斯 特 菌 

localization 区 域 化 

localized anchor 区 域 化 的 销 定 物 

Lolizzzz zererz7ze 二 黑 麦 草 

long interspersed nuclearelements (LINE) 长 散布 核 
元 件 

long noncoding RNA(IncRNA) 长 非 编码 RNA 

longsingle copy section (LSC) 长 单 拷贝 部 分 

long-term regulation 长 期 调控 

looping-out model 环 出 模型 

long-patch 长 修补 

long terminal repeat (LTR) 长 未 端 重复 序列 

L-strand promoter (LSP) 世 链 启动 子 

luciferase 荧光 素 酶 

luxury genes 奢侈 基因 

lymedisease 菜 姆 病 

lysogenic pathway 深 原 途径 

lytic pathway 裂解 途径 

lytic phage 烈性 噬菌体 


macronucleus 大 核 

magic spot 魔 斑 

major groove 大 沟 

maltodextrin phosphorylase 麦芽 糊 精 磷酸 化 酶 
mammalian-wide interspersed repeat (MIR) 
mannose 6 -- phosphate (M6P) 6 -磷酸 甘露 糖 
marine cone snail 海 蜗牛 

mariner element“ 水 手 元 件 

matrix-associated region (MAR) 基质 相关 区 域 
matrix protein (MA) 基质 蛋白 

maturation factor 1 (MF1) 成 熟 因子 1 
maturase 成 熟 酶 

maternal genes 母系 基因 

male pronucleus 雌性 原核 
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maltodextrin phosphorylase 麦芽 糊 精 磷酸 化 酶 

mass Spectrometry (MS) 质谱 分 析 

massively parallel signature sequencing (MPSS) 大 规模 
平行 信号 测序 

matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight 
mass spectrometry (MALDITOF MS) 基质 辅助 
激光 解析 电离 飞行 质谱 

measles virus 麻疹 病毒 

mediator 介 导 和 蛋白 

megamuclease (MGN) 大 范围 核酸 酶 

megasatellite DNA 大 卫星 DNA 

Methaztococcus voliae 沃 氏 甲烷 球菌 

Methazrocaldococcaus jazzaaschnii 往 氏 甲烷 球菌 

melanocyte-stimnulating hormone (MSH) 促 黑 激素 

melting temperature (Tm) 熔 解 温度 

Mendelian inheritance 备 德 尔 遗传 

metal response element (MRE) 金属 反应 元 件 

mesenchyrmal 间 质 

metallothionein (MT) 金属 硫 和 蛋白 

metal-responsive transcription factor 1 (MTF - 1) 金 属 
应 答 性 转录 因子 -1 

Met-aminopeptidase 甲 硫 氨 酸 - 氮 肽 酶 

metabolome 代谢 组 

metabolomics 代谢 组 学 

metagenomics 宏基 组 学 

Meijhnarotherzaas Feroidas 炽热 甲烷 嗜 热 菌 

Methnazzopyraus Razcleri 嗜 热 产 甲 烷 古 菌 

methyl CpG binding protein (MBD) 甲 基 化 CpG 结合 
蛋白 

methylcytosine binding protein CMeCP) 甲 基 化 胞 喀 辽 
结合 蛋白 

MeCP2 duplication syndrome_ MeGP2 倍增 综合 征 

methyl-directed mismatch repair 甲 基 化 导向 的 错 配 
修复 

methenyltetrahydrofolate (MTHF) 甲 川 四 氧 叶 酸 

micrococcal nuclease 小 球菌 核酸 酶 

Micrococcas 微 球菌 

Micrococcaus 1xutexs 黄色 微 球 菌 

microprocessor 微 加 工 体 

microRNA 微 RNA 

microsatellite DNA 微 卫星 DNA 

microsatejllite instability (MSI) 微 卫 星 不 稳定 性 

mini-intein 微 内 含 肽 

mini-chromosome maintenance (Mcm) 微型 染色 体 维 护 
蛋白 


minimal promoter 基础 启动 子 

Miniature “Inverted-repeat “Transposable 
CMITE) 微型 反 向 重复 转 座 元 件 

minisatellite DNA 小 卫星 DNA 

minor groove 小 沟 

minus-strand strong stop DNA (一 sssSDNA ) 链 强 终 
止 DNA 

mirror repeat 镜像 重复 

mismatch repair (MMR) 错 配 修复 

missense mnutations 错 义 突变 

mis-paired slipped DNA 错 配 滑 移 DNA 

mitochondrial-import stimulating factor (MSF) 线粒体 
输入 刺激 因子 

mitochondrial transcription factor ACTFAM) 线粒体 
转录 因子 A 

mitochondrial transcription factor B2 (TFB2MD) 线粒体 
转录 因子 B2 

mitochondrial transcription elongation factor (TEFM) 
线粒体 转录 延伸 因子 

mitochondrial RNA polymerase (POLRMT ) 线粒体 
RNA 聚合 酶 

mitomycin C (MMC) 丝 裂 霉 素 C 

Model organism 模式 生物 

moderately repetitive sequences 中 度 重 复 序 列 

moloney murine leukemia virus (MMLV) 莫 洛 尼 鼠 白 
血 病 病毒 

molecular barcoding 分 子 条 码 

molecular biology 分 子 生 物 学 

molecular motor 分 子 马达 

molecular zipcode 分 子 邮 政 编码 

Morphogen 成 形 素 

molecular mimicry 分 子 模拟 

mono-cistron 单 顺 反 子 

monoubiquitylation 单 泛 酰 化 

mouse mammary tumor virus (MMTV) 小 鼠 乳 腺 肿瘤 
病毒 

mooring Sequence 停泊 序列 

mRNA 信使 RNA 

mRNA surveillance mRNA 监视 

muclein 核 素 

nucleosome 核 小 体 

multiple cloning sites (MCS) 多 克隆 位 点 

multiple displacement amplification (MDA) 多 重 取 代 
扩 增 

multi-functional enzyme 多 功能 酶 


Element 


专业 词汇 英汉 对 照 和 索引 


multiple monoubiquitination 多 重 单 泛 酰 化 
multimerization domain 多 聚 化 结构 域 
muscle regulatory factor (MREF) 肌肉 调节 因子 
muscle enhancer factor (MEF) 肌肉 增强 因子 
mutagen 突变 原 

mutation 突变 

mnutator 诱 变 子 

Myzococcus 粘 球菌 

Mycopacteria tupbercatlosis 结核 分 枝 杆菌 
myoblast 肌纤维 母 细 胞 

myeloma 骨 授 瘤 

myelin basic protein (MBP) 艇 和 鞘 碱 性 蛋白 
myogenin 肌 细胞 生成 素 

myristoylation 豆 薰 酰 化 


N6-methyiadenosineCmsA) 6 - 甲 基 腺 味 吟 

nanopore 纳米 孔 

Nr-acyL-homoserine lactone (AHL) N - 脂 酰 高 丝氨酸 内 
酯 类 

Nanxzoarchaeuzz equitazs 骑 行 纳 古 菌 

negative control 负 调 控 

negative element 负 元 件 

N-end rule N 端 规则 

nested PCR 巢 式 PCR 

nested gene 和 骸 套 基因 

neomycin 新 霉 素 

neuraminidase (NA) 神经 氮 酸 苷 酶 

neural cell adhesion molecule (NCAM) 神经 细胞 黏附 
分 子 

neural restrictive silencer element (NRSE) 神经 限制 性 
沉默 子 元 件 

neural restrictive silencer factor (INRSF) 神经 限制 性 沉 
默 子 因子 

Neurospora 脉 孢 霉 

neurofibromatosis 神经 纤维 瘤 

neurofibromin 神经 纤维 瘤 蛋 白 

neutralmutation 中 性 突变 

nick translation 切口 平移 

Nitrogen regulator protein-C (Ntr- C) 氮 调 节 和 蛋白 C 

nitrosylation 亚 硝 基 化 

N,，N=- dimethyl malonamide N,N- 二 甲 基 两 二 酰胺 

non-contiguous fragments 非 临近 序列 片段 

non-fusion vectors 非 融合 载体 

non-coding sequence (NCS) 非 编码 序 列 

non-homologous end joining (NHEJ) 非 同 源 末 端 连 接 
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non-functional rRNA decay (CNRD) 无 功能 rRNA 的 
降解 

non-small-cell lung carcinoma 非 小 细胞 肺癌 

nontranscribed spacer (NTS) 非 转录 间隔 区 

nonsense-mediated mRNA decay (NMD) 无 义 介 导 的 
mRNA 降解 

nonsense strand 无 意义 链 

nonstop mRNA decay (NSD) 无 终止 mRNA 降解 

nonstop 无 终止 密码 子 

nontumorigenic RNA virus 非 致 瘤 RNA 病毒 

nonsense strand 无 意义 链 

norautonomous 非 自 主 型 

nonsense mtutation 无 义 突变 

non-histone protein 非 组 蛋白 

Northernblotting Northern 印迹 

novobiocin 新 生 霉 素 

nuclein 核 素 

nucleocapsid protein (NC) 核 衣 壳 蛋 白 

nucleotide 核 苷 酸 

nucleotide excision repair (NER) 核 苷 酸 切 除 修复 

nucleotidylation 核 苷 酸化 

nucleic acid hybridization 核酸 杂交 

nucleofilament 核 丝 

nucleoprotein fibril 核 蛋 白 纤 维 

nucleosome 核 小 体 

nucleosome positioning 核 小 体 选 位 

nucleation 成 核 作 用 

nuclear scaffold 核 骨 可 

nuclear localization sequence (NLS) 细胞 核定 位 序列 

nucleoid 类 核 或 拟 核 

null phenotype 缺失 表现 型 

nurse cell 滋养 细胞 

Nrutilization site Nut 位 点 

Nrutilization substance N 和 蛋白 利用 物质 (Nus) 


ochre codon 赫 石 型 密码 子 

ochre suppressor tRNA 赭石 型 校正 tRNA 

oligoadenylate synthetase 窍 聚 腺 苷 酸 合 成 酶 

oligonucleotide array 朝 核 昔 酸 阵 列 

oligonucleotide-directed mutagenesis 守 核 苷 酸 引 导 的 
突变 

oligosaccharyltransferase 宅 糖 基 转 移 酶 

0O#*-alkylated guanine 6 - 烷 基 鸟 味 吟 

O5-methylguanine methyltransferase (MGMT) 6 - 甲 基 
鸟 味 吟 甲 基 转移 酶 
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oncoprotein 癌 和 蛋白 

onion skin replication“ 洋 葱 皮 复 制 ” 

opal codon 乳白 型 密码 子 

open complex 开放 复合 物 

oogenesis 卵子 形成 

open reading frame (ORF) 可 读 架 

Octamer 八 聚 体 元 件 

operator 操纵 基因 或 操作 子 

operon 操纵 子 

opioid peptide 阿片 肽 

origin recognition complex of-proteins (ORC) 起 始 区 识 
别 蛋 白质 复合 体 

ornithine decarboxylase (ODC) 乌 氨 酸 脱羧 酶 

orthology 直系 同 源 或 种 间 同 源 

O, satioa 亚洲 栽培 稻 

overload response 过 载 反 应 

overlapping gene 重 麦 基因 

overhang 悬垂 

oxidase assembly proteinl (Oxal) 氧化 酶 组 装 蛋 白 1 


P1 phage artificial chromosome (PAC) P1 叭 菌 体 人 工 
染色 体 

pachytene 粗 线 期 

palindromic sequences 回 文 结构 

palm-fingers-thumb“ 手 掌 一 手指 一 拇指 ” 

panediting 泛 编 辑 

Pandoravirus 潘多拉 病毒 

parasegment 泛 体 节 

paralogy 汶 系 同 源 或 种 内 同 源 

parental gene 亲本 基因 

partner exchange 对 象 交换 

pair-rule genes 对 律 基因 

paired end sequencing 双 端 测序 

Paralog 横向 同 源 物 

paternity testing 亲子 鉴定 

pathogenomics 病理 基因 组 学 

pararetroviruses 拟 反 转录 病毒 

P element P 元 件 

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPID) 肽 酰 且 氨 栈 异 
构 酶 

peptidylarginine deiminase (PAD) 肽 酰 精 氨 酸 脱 亚 氮 
基 酶 

peptidyl site (P site) P 部 位 

perivitelline space 卵 周 间 际 

peroxisome targeting sequences (PTS) 过 氧化 物 酶 体 


定向 序列 

peptidyl transferase 肽 酰 转移 酶 

petunias 做 牵 牛 

phage display 喉 菌 体 展示 

phamarcogenomics 药物 基因 组 学 

phase variation 相 变 

Physaruza 绒 泡 菌 

physical map 物理 图 谱 

photo lithography 光 蚀 刻 

photolithographic mask 光 刻 掩 膜 

photoaffinity 光 亲 和 分 析 

physical map 物理 图 

picornavirus 细小 核酸 病毒 

ping pong cycle 乒乓 循环 

Pisuza satiud72 强 豆 

piperidine 哌 啶 

Piasmoadixmz 疙 原虫 

platyhelminth 新 月 鱼 

plasmid 质粒 

plus-strand strong stop DNA (十 sssSDNA) 正 链 强 终 
止 DNA 

polar effect 极 性 效应 

polyamine 多 腕 

polycistron 多 顺 反 子 

polymerase basic 1 (PB1) 碱 性 聚合 酶 1 

polymerase basic 2 (PB2) 碱 性 聚合 酶 2 

polymerase acidic (PA) 酸性 聚合 酶 

polymerase chain reaction (PCR) 聚合 酶 链 式 反应 

polynucleotide phosphorylase (PNP) 多 聚 核 苷 酸 磷 酸 
化 酶 

population genomics 群体 基因 组 学 

postgenormics 后 基因 组 学 

post transcriptional gene silencing (PTGS) 转录 后 基因 
沉默 

posterior pole 后 极 

potato spindle tuber viroid (pstvd) 马铃薯 纺锤 块 蕉 类 
病毒 

porin 孔 和 蛋白 

positive control 正 调控 

pre-fusion complex 预 融 合 复合 物 

prer-incision complex 预 剪 切 复合 物 

pre-initiation complex (PIC) 预 转 录 起 始 复合 物 

pre-nucleosome 前 核 小 体 

preprimosome 预 引 发 体 

pre-replication complex (pre-RC) 复制 预 起 始 复合 物 


专业 词汇 英汉 对 照 和 索引 


Pribnow box Pribnow 盒 

processing bodies (P 小 体 ) 加 工 小 体 

Prokaryotic ubiquitin-like protein (Pup) 原核 拟 泛 素 
和 蛋白 

protein activator of the interferon induced protein kinase 
CPACT) 干扰 素 诱导 的 蛋白 质 激酶 激活 蛋白 

protein A_ series 蛋白质 A 融合 系列 

protein disulphide isomerase (PDI) 和 蛋白质 二 硫 键 异 
构 酶 

protein engineering 和 蛋白质 工程 

proteome 和 蛋白质 组 

Proteomics 蛋白质 组 学 

programmed rearrangement 程序 性 重 排 

proline-rich domain 富 含 Pro 结构 域 

proximal sequence element (PSE) 近 序 列 元 件 

promoter for repressor establishment (Pae) 为 阻 电 蛋白 
建立 的 启动 子 

polyprotein 多 聚 蛋白 质 

poly-eistron 多 顺 反 子 

polycomb repressive complex 2(PRC2) 多 梭 阻 过 复合 
物 2 

polynucleotide phosphorylase (PNP) 多 核 苷 酸 磷 酸 
化 酶 

polyphenol oxidase (PPO) 多 酚 氧 化 酶 

polysomes 多 聚 核糖 体 

polyubiquitination 多 聚 泛 酰 化 

positive element 正 元 件 

post-proteasome degradation 蛋白 酶 体 后 降解 

polar effect 极 性 效应 

point mutations 点 突变 

poliovirus 疹 般 灰质 炎 病 毒 

polyoma virus 多 瘤 病 毒 

polypurine tract (PPT) 多 聚 味 叭 区 域 

poly A binding protein (PABP) poly A 结合 蛋白 

polyadenylation 多 聚 腺 苷 酸化 

polynucleotide 多 聚 核 苷 酸 

postrcatalytic P complex 催化 后 了 复合 物 

posterior pole 后 极 

posttranscriptional processing 转录 后 加 工 

positional factor 定位 因子 

powdery mildew 白粉 病 

prer-catalytic B complex 预 催 化 也 复合 物 

precipitation 沉淀 

pre-initiation complex (PIC) 预 转录 起 始 复合 物 

premature stop codon (PTC) 提前 出 现 终止 密码 子 
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preproinsulin 前 胰岛 素 原 

preprimosome 预 引 发 体 

Pribnow box Pribnow 盒 

primary transcript 初级 转录 物 

primase 引发 酶 

primer 引物 

primer-binding site (PBS) 引物 结合 位 点 

processivity 进行 性 

prion 上 须 病毒 

broflavin 原 黄 素 

proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 分 裂 细 胞 核 
抗原 

PCNA-interacting protein box (PIP 盒 ) PCNA 互 作 蛋 
白 盒 

programmed cell death (PCD) 细胞 程序 性 死亡 

primosome 引发 体 

promotet clearance 启动 子 清空 

promoter 启动 子 

positive supercoiling 正 超 螺旋 

prophage 原 喉 菌 体 

proof-reading site 校对 中 心 

proof-reading 校对 

proteasome 蛋白酶 体 

proteome 和 蛋白质 组 

proteomics 蛋白 质 组 学 

pro-opiomelanocortin (POMC) 促 阿 黑 皮 素 原 

protospacer 原 间 隔 序 列 

Proto-spacer-adjacent motif (PAM) 原 间 隔 序 列 邻 位 
模 体 

pro-virus theory 前 病毒 学 说 

Psexcomozas. aerxugzizasa 铜绿 假 单 胞 菌 

pseudogenes 假 基因 

pseuodoknot 假 节 结构 

pseudouridine (yy) 假 尿 苷 

pseudo-reverse mutation 假 回复 突变 

P site P 部 位 

pulse chase 脉冲 追踪 

pulse labeling 脉冲 标记 

purine 味 叭 

puromycin 嗓 吟 霉 素 

pyrimidine 喀 喧 

pyrophosphohydrolase 焦 磷 酸 水 解 酶 

pyrosequencing 焦 磷 酸 测序 

pyrrolysine (Pyl 或 O) 吡咯 赖 氨 酸 

已 yrococcas ariosas 极端 嗜 热 菌 
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也 yrodictzz7z 热 网 菌 


quasispecies 准 种 

quality control 质量 控制 

quantitative teal-time PCR (Q-PCR) 实时 定量 PCR 
quorum sensing 群体 感应 

Qutilization site Qut 位 点 (靠近 Px 启动 子 ) 


racemization 消 旋 化 

Rauschermurine leukemia virus (R-MLV) 劳 含 尔 鼠 和 白 
血 病 病毒 

rapid amplication of cDNA endsC(RACE) cDNA 未 端 快 
速 扩 增 法 

reactive Oxygen species (ROS) 活性 氧 

read-through 通读 

re3ad-through mutations 通读 突变 

Really Interesting New Gene finger RING 指 状 

recipient duplex 受 体 双 链 

recessive 隐 性 的 

recombinase 重组 酶 

recombination 重组 

recombination repair 重组 修复 

recombination signal sequence (RSS) 重组 信号 序列 

recombination-activating gene (RAG) 重组 激活 基因 

recombinational bypass 重组 跨越 

regulatory elements 调控 元 件 

release factor (RF) 释放 因子 

receiver 接受 子 

regulatory gene 调控 基因 

regulatory transcription factors 调节 转录 因子 

regulon 调节 子 或 调谐 子 

relaxed control 松弛 型 控制 

relaxed mnutants 松弛 型 突变 体 

remodelling 重 塑 

renaturation 复 性 

repeat (人 R) 重复 序列 

repetitive sequence 重复 序列 

replacement vector 取代 型 载体 

reproductive genomics 生殖 基因 组 学 

replicase RNA 复制 酶 

replication factor FE (REFC) 复制 因子 C 

replication origin 复制 起 始 区 

replication fork 复制 又 

replication fork barriers (REFB) 复制 又 障碍 物 

replication protein A (CRPA) 复制 蛋白 A 


replication slippage 复制 打滑 

replication termination site (RTS) 复制 终止 位 点 

rebplicon 复制 子 

replisome 复制 体 

reporter gene 报告 基因 

repression domain 阻 遇 结构 域 

rescuing synthesis 抢救 合成 

resolvase 拆 分 酶 

response elements 反应 元 件 

restriction endonucleases (RE) 限制 性 内 切 酶 

restriction fragment length polymorphism (RFLP) 限制 
性 片段 长 度 多 态 性 

retrotransposons 反 转 座 子 

retrointron 逆转 录 内 含 子 

retron 逆转 子 

repressible operon 阻 遇 型 的 操纵 子 

repressor 阻 遇 蛋白 

repressor maintenance (了 RM) 阻 遏 蛋白 维持 

repressor estabjishment (RE) 阻 遇 和 蛋白 建立 

repression domain 阻 遏 结构 域 

reprogrammed genetic decoding 再 次 程序 化 的 遗传 解码 

reverse DNA gyrase DNA 反 旋 转 酶 

reversegenetics 反 向 遗传 学 

reverse Imutation 回复 突变 

reverse transcriptase (人 RT) 首 转 录 酶 

reverse transcription PCR (RT-PCR) 逆转 录 PCR 

reverse transcription 道 转录 

retroplasmid 逆转 录 质 粒 

retrohoming 逆 归 弟 

reverse splicing 逆 性 剪接 

Rev Response Element (RRE) Rev 反应 元 件 

rho factor-p 因子 

Rho-utilization site Rho 因子 利用 位 点 或 rzt 位 点 

Rhoxzopiz7a 固氮 菌 

ribonucleoproteins 核糖 核酸 蛋白 复合 物 

ribose zipper 核糖 拉链 

ribosome-binding site (RBS) 核糖 体 结 合 位 点 

ribosome-binding technique 核糖 体 结 合 技术 

ribosome modulation factor (RMF) 核糖 体 调节 因子 

ribosome display 核糖 体 展 示 

ribosomal frameshifting 核糖 体 移 框 

ribosome-nascent chain-SRP complex (RNC-SRP) 核糖 
体 -新 生 肽 链 - SRP 复合 物 

ribosome recycling factor (RRF) 核糖 体循环 因子 

riboswitch 核 开 关 


专业 词汇 英汉 对 照 和 索引 


ribozyme 核 酶 

ribonucleoprotein 核糖 核 蛋 白 

ribonucleotide reductase 核 苷 酸 还 原 酶 

ricin 曹 朵 毒 素 

rifampicin 利 福 霉 素 

RNA arbitrarily primed PCR (RAP-PCR) RNA 随机 引 
物 聚 合 酶 链 式 反 应 

RNA-dependent RNA -polymerase (RdRP) 依赖 于 
RNA 的 RNA 聚合 酶 

RNA-directed DNA methylation (RdDM) RNA 引导 的 
DNA 甲 基 化 

RNA-exit channel RNA 离开 通道 

RNA interference (RNAiD RNA 于 扰 

RNA guanylyl transferase RNA 乌 苷 酸 转 移 酶 

RNA-Induced Silencing Complex (RISC) RNA 诱导 的 
沉默 复合 物 

RNase RNA 酶 

RNaseP 核糖 核酸 酶 了 

rolling-circle replication (RC 复制 ) 通 过 滚 环 复制 

Rotaviruses 轮 状 病毒 

Rous sarcoma virus (RSV) 劳 氏 肉瘤 病毒 

Rossman fold Rossman 折 笃 

rRNA 核糖 体 RNA 

Rubinstein-Taybi syndrome 益 拇 指 巨 趾 综 合 征 或 
Rubinstein-Taybi 综合 征 


Saccharomayces cerewisiae 酿酒 酵母 

Salzzozella tiyphniz7zariz7 纪 伤 寒 沙 门 氏 菌 

saquinavir 沙 奎 那 韦 

satellite DNA 卫星 DNA 

scaffold factors with minor groove contacts 与 小 沟 接 触 
的 B- 支 架 因 子 

scanning tunnel microscope (STMD) 扫描 隧道 显微镜 

Scrapie 羊 冶 痒 病 

secretome 分 沁 组 

segment polarity gene 体 节 极 性 基因 

segmentation genes 分 节 基 因 

self-assemble 自 组 装 

selectivity factorl (SL1) 选择 因子 1 

selenocysteine (Sec 或 U) 硒 代 半 胱 氨 酸 

Selenocysteine insertion sequence (SECIS) 硒 代 半 胱 氮 
酸 插 人 序列 

Selenophosphate synthetase (SelD) 磷酸 硒 化 物 合成 酶 

Selenoprotein-P 硒 和 蛋白 了 

semi-conservative replication 半 保 留 复 制 
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semi-discontinuous 半 不 连续 

sense strand 有 意义 链 

sensor 感应 子 

sensor kinase 感应 子 激酶 

sequence complexity DNA 序列 的 复杂 度 

sequence-specific DNA affinity chromatography 序列 特 
异性 DNA 亲 和 层 析 

Sequence Tagged Sites (STS) 序列 标签 位 点 

serum response element (SRE) 血清 反应 元 件 

serum response factor (SRF) 血清 反应 因子 

serine/yarginine-rich protein (SR 蛋白 ) 富 含 丝氨酸 和 
精 氨 酸 的 蛋白 

severe acuterespiratory syndrome virus SARS 病毒 

serial analysis of gene expression (SAGE) 基因 表达 系 
列 分 析 

shorthairpin RNA (CshRNA) 短发 夹 结构 的 RNA 

short-interfering RNA CSiRNA) 短 干扰 RNA 

shortsingle copy section (SSC) 短 单 拷贝 部 分 

short-term regulation 短期 调控 

sheep Dolly 多 莉 羊 

short-patch 短 修 补 

shuttle vector 穿梭 载体 

silent information regulator (SiR) 沉默 信息 调节 和 蛋白 

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 单个 核 苷 酸 的 

Shine-Dalgarno sequence SD 序列 

sickle cell anemia 镁 刀 形 细胞 贫血 症 

signature motif“ 签 名 ?” 模 体 

signal hypothesis 信号 学 说 

signal patch 信和 号 斑 

signal peptidase 信和 号 肽 酶 

signal recognition particle (SRP) 信和 号 识别 颗粒 

simple termination 简单 终止 

single cell DNA genome sequencing 单 细 胞 基因 组 DNA 
测序 

single molecule sequencer 单 分 子 测序 仪 

site-directed mutagenesis 定点 突变 

short interspersed nuclear element (SINE) 短 散 布 核 
元 件 

single-strand break model 单 链 断裂 模型 

site-specific recombination 位 点 特异 性 重组 

signaling 信号 传导 

silent mutation 沉默 突变 

Simian virus (SV40) 猿 猴 病毒 40 

simianimmunodeficency virus (SIV) 猿 类 免疫 缺陷 病毒 
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single-guide RNA (CsSgRNA) 单一 引导 RNA 

single-strand origin (SSO) 单 链 起 始 区 

single-stranded DNA-binding proteins (SSB) 单 链 DNA 
结合 蛋白 

sliding clamp 滑动 钳 

Slipped mispaired DNA CSMP-DNA) 请 移 错 配 DNA 

silencer 沉默 子 

silent mutation 沉默 突变 

simple termination 简单 终止 

small archaeal modifier protein (Samp) 古 菌 小 修饰 物 
和 蛋 上 

small ubiquitin-like modifier (SUMO) 小 泛 素 相关 修 
饰物 

signal patch 信号 斑 

small temporal RNA (CstRENA) 时 钟 小 RNA 

small nuclear RNA (snRNA) 核 小 RNA 

small nuclear ribonucleoprotein (snRNP) 核 小 核糖 核 
蛋白 复合 物 

small nucleolar RNA (CsnoRNA) 核 仁 小 RNA 

small protein 也 (SmpB) 小 蛋白 也 

SNP genotyping 单 核 苷 酸 多 态 性 基因 分 型 

SnRNA activating protein complex (SNAPC) snRNA 
激活 蛋白 复 台 物 

sodiumion channel type 工 开 型 钠 离 子 通道 

solenoid 螺 线 管 

somatic hypermutation (CSHM) 体 细 胞 超 突 变 

somatic macronucleus 营养 性 的 大 核 

somites 体 节 

sorting vesicle 分 拣 小 泡 

Southern blotting Southern 印迹 

sparsomycin 稀 琉 霉 素 

specific linking difference (入 ) 比 连 环 差 

specific transcription factor 特异 性 转录 因子 

spermidine 亚 精 胺 

spermine 精 胺 

spindle fiber 纺锤 丝 

spliced leader sequence (SL) 被 剪接 的 前 导 序 列 

spliceosome 剪接 体 

spliceosomal A complex 剪辑 体 A 复合 物 

sblicing 剪接 

split gene 断裂 基因 

Spocdozptera frugiperada 草地 贪 夜 峨 

spontaneous mutation 自发 性 突变 

stationary phase 稳定 期 

Staphylococcus Azurexs 金黄 色 葡 萄 球菌 


Sireptococcas byogenes 产 腔 链 球菌 

streptolydigin 利 链 霉 素 

Sirezptomayces grisexs 灰色 链 厅 菌 

start point 趣 始 点 

start-transfer signal 启动 转移 信和 号 

stem-loop 葵 环 

stem-loop binding protein (SLBP) 蔡 环 结合 蛋白 

strepavidin 链 霉 亲 和 素 

stringent control 严 紧 控制 

structural genomics 结构 基因 组 学 

stringent factor 严 紧 因子 

stringent response 严 紧 反应 

stopr-transfer seduence 停止 转移 序列 

streptomycin 链 霉 素 

species specific 种 族 特异 性 

specific transcription factor 特异 性 转录 因子 

streptolydigin 利 链 霉 素 

strepavidin 链 霉 亲 和 素 

Sirezbtococcas zzez72071iae 肺炎 双 球 菌 

striatum 纹 状 体 

structural gene 结构 基因 

sumoylation 小 泛 素 相关 修饰 物 修饰 

suppressor tRNA 校正 tRNA 

surface glycoprotein (SU) 表面 糖 蛋 白 

subtilisin 枯草 杆菌 蛋白 酶 

supercoiling 超 螺 旋 

superhelix density 超 螺旋 密度 

substitution vector 替换 型 载体 

suppression subtractive hybridization (SSH) 抑制 性 消 
减 杂 交 技 术 

suppressor mutation 校正 突变 

surtrogate mother 代孕 母 鼠 

synapsis 联 会 

synapsin 工 突 触 素 工 

synaptonemal complex (SC) 联 会 复合 体 

synaptogenesis 突 触 形成 

synergistic activation 增 效 激活 

synteny 同 线性 

systematic evolution of ligands by exponential 
enrichment (SELEX) 指数 富 集 式 配 体系 统 进 化 

Sul folopus acidocaldarius 哮 酸 热 硫化 叶 菌 

Sul foloprus Sol ataricas 嗜 热 硫 矿 硫 化 叶 菌 


tailing 加 尾 
tandemgene duplication 串联 基因 重复 
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TATA Box Binding Protein (TBP) TATA 盒 结 合 蛋 白 

target-primed reverse transcription 靶 位 点 引发 的 逆 
转录 

TBP associated factors TBP 相关 因子 

T-cell receptor (TCR) 工 细胞 受 体 

telomere 端 粒 

telomere loop 端 粒 环 ( 工 - 环 ) 

telomere terminal transferase (TIT) 端 粒 末端 转移 酶 

template 模板 

template strand 模板 链 

template-switching-mediated 工 LS 模板 转换 介 导 的 工 LS 

terminal deoxynucleotidyl transferase (TIdT) 末端 脱氧 
核 昔 酸 转 移 酶 

terminator 终止 子 

terminator utilization substance 终止 区 利用 物质 (Tus 
熏 白 ) 

terminus 终止 区 

terminal uridylyl transferase (TUT) 末端 尿 苷 酸 转 
移 酶 

temperate phage 温和 鸣 菌 体 

tetracycline 四 环 素 

tetraikiodothyronine 5 -deiodinase 四 碘 甲 状 腺 素 5 -去 
夏 酶 

TetiraAymazezta 太 erzzobphilzs 暑热 四 腊 虫 

TFTB recognition element (BRE) TFTB 识 别 元 件 

TEF 了 B-related factor TF 焉 B 相 关 因 子 

thalassemia 地 中 海 贫 血 

the acceptor stem 受 体 葵 

the anterior- posterior axis 前 后 轴 

the anticodon loop 反 密 码 子 环 

the attachment site 附着 位 点 

the cancer genome atlas (TCGA) 癌症 基因 组 图 集 

translesion synthesis (TILS) 路 损伤 合成 

the chain termination method 未 端 终止 法 

theclustered regularly interspaced short palindromic 
repeat-associated (CRISPR) 成 徐 有 规律 间 插 短 回 
文 重复 序列 相关 系统 

the dideoxy method 双 脱 氧 法 

the discriminator base 区 别 碱 基 

the dorsal - ventral axis 背 腹 轴 

the early growth response 1(EGR -1) 早期 生长 反应 基 
因 

the Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) DNA 
元 件 百 科 全 书 

theextra loop 附加 环 
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thefacilitates chromatin transcription complex (FACT) 
促进 染色 质 转录 复合 物 

the guide strand 引导 链 

the germ line theory 生殖 细胞 学 说 

thehairpin-invasion model 发 夹 入 侵 模 型 

the heat shock factor (HSF) 热 休 克 因 子 

the library screening 文库 筛选 

the lysogenic cycle 深 原 期 

the lytic cycle 裂解 期 

the mercuric ion resistance operon 抗 示 离 子 操纵 子 

the passenger strand“ 过 客 链 ” 

the presequence translocase-associated motor (PAM) 
前 导 序 列 转 位 酶 相关 联 的 分 子 马达 

the poly A polymerase (PAP) poly A 聚合 酶 

the reinitiation mechanism 重启 机 制 

the second genetic code 第 二 套 遗 传 密码 

Ther7zococcaus 工 itoralis 哮 热 原生 动物 

Theaozppilic zaethazogexs 哮 热 的 产 甲 烷 菌 

THhermas 太 ermaozphilus 暑热 栖 热 菌 

Thermaxs adxuaticxs (Taq) 水 生 嗜 热 菌 

the powerstroke model 能 击 模型 

the shotgun sequencing 鸟 枪法 测序 

the signal hypothesis 信和 号 假说 

the slippage mechanism“ 滑 移 ” 机 制 

the somatic mutation theory 体 细胞 突变 学 说 

thethermal ratchet model 热 环 轮 模型 

the two-gene theory 双 基 因 学 说 

the tyrosine recombinase 酪 氨 酸 重组 酶 

the serine recombinase 丝氨酸 重组 酶 

the uridine turn 尿 苷 转角 

thevariable loop 可 变 环 

thiogalactoside transacetylase 蕴 基 半 乳 糖苷 转 乙酰 酶 

thymine 胸腺 喀 喧 

thymine glycol 胸腺 喀 啶 乙 二 醇 

tissue specific RNA editing 组 织 特异 性 RNA 编辑 

titin 肌 巨 蛋白 

tmRNA 转移 信使 RNA 

trans-acting factor 反 式 作用 因子 

trans-activatingcrRNA (tracrRNA) 反 式 作用 crRNA 

transcription 转录 

transcription activatorlike effector nuclease (TALEN) 
拟 转 录 激 活 和 蛋白 效应 物 核酸 酶 

transcription bubble 转录 泡 

transcription-coupled repair (TCR) 转录 偶 联 性 修复 

transcriptional gene silencing (TGS) 转录 阶段 基因 
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沉默 

transcription factors (TF) 转录 因子 

transcription initiating factor 转录 起 始 因子 

transcriptome 转录 组 

transcriptomics 转录 组 学 

transferrin receptor (TfR) 转 铁 蛋 白 受 体 

transcription repair coupled factor (TRCF) 转录 修复 侦 
联 因子 

transduction 转 导 

transfection 转 染 

transformation 转化 

transforming factor 转化 因子 

transit peptide 输送 肽 

transition 转换 

translation 翻译 

translational control 翻译 控制 

translational frameshift 翻译 水 平 的 移 框 

translocation 移 位 

translocon 移 位 子 

transmembrane protein (TMD) 跨 膜 蛋白 

transmission genetics 传递 遗传 学 

transposable genetic element 可 移 位 的 遗传 元 件 

transposase (iazpA) 转 座 酶 

transposition 转 位 

transposition recombination 转 座 重 组 

transposon 转 座 子 

trans-splicing 反 式 剪接 

trans side 高 尔 基体 反面 

transit peptide 输送 肽 

translocation 移 位 

transpeptidation 转 肽 

transport across theinner chloroplast membrane (TIC) 
横 跨 叶绿体 内 膜 的 转运 蛋白 

Transport across the Inner Membrane (TIM) 横 跨 ( 线 
粒 体 ) 内 膜 的 转运 蛋白 

transport across the outer chloroplast membrane ( 工 DC) 
横 跨 叶绿体 外 膜 的 转运 蛋白 

transport across the Outer Membrane (TOM) 横 跨 线 
粒 体 ) 外 膜 的 转运 

trans-translation 反 式 翻译 

transversions 斯 换 

Trichodeszmitxza eryihraexz 红海 束 毛 藻 

Trichothiodystrophy (TITD) 毛发 二 硫 键 营养 不 良 症 

Trichomozas 毛 滴 虫 

trimming 修剪 


triplet codon 三 联 体 密码 

triple helix 三 螺旋 

triose phosphate isomerase 磷酸 办 糖 异 构 酶 

tRNA 转移 RNA 

tRNA nucleotidyltransferase tRNA 核 苷 酸 转 移 酶 

tRNASE-guanylyltransferase (Thgl) tRNA 至 鸟 苷 酸 转 
移 酶 

tropomyosin 原 肌 球 和 蛋白 

Tryzpaxosoz7zes 锥 体 虫 

trypsin 胰 和 蛋白 酶 

tubulin 微 管 蛋白 

turnip yellow mosaic virus- 葛 小 黄色 镰 舱 病毒 

Tumor antigen 工 抗原 

turmor necrosis factor (TNF) 肿瘤 坏死 因子 

tumor suppressor gene 抑 癌 基因 

twisting number 扭转 数 

two-component System of gene regulation 二 元 基因 表 
达 调 控 系 统 

two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2-D 
PAGE) 双向 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 

twin-arginine translocase (Tat) 双 精 氨 酸 转 位 酶 


ubiquitin 溪 素 

ubiquitin ligase 泛 素 连接 酶 

ubiquitin-specific protease 17 (USP17) 泛 素 特异 性 和 蛋 
白 酶 17 

ubiquitinylation 泛 栈 化 

UCE binding factor (CUBF) UCE 结合 因子 

UDP-glucose:glycoprotein glucosyjltransferase (UGGT) 
UDP -葡萄 糖 : 糖 蛋白 糖 基 转 移 酶 

untranslated region (UTR) 非 翻 译 区 

unique sequences 单 拷贝 序列 

up-frameshift protein (UPF) 上 位 移 框 蛋白 

up mutation 增 效 突 变 

upstream activator sequence(UAS) 上 游 激 活 子 序列 

upstream inducible element (UIE) 上 游 诱 导 元 件 

upstream promoter element (UPE) 上 游 启 动 子 元 件 

upstream proximal element (UPE) 上 游 临近 元 件 

uracil 尿 喀 喧 

uracil DNA glycosidase (UDG) 尿 喀 啶 - DNA 糖苷 酶 

U2 snRNP auxiliary factor associated protein  U2 
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snRNP 辅助 因子 相关 和 蛋白 
UV absorption 紫外 吸收 


vascular endothelial growth factor (VEGF) 血管 内 皮 生 
长 因子 

variable number of tandem repeat (VNTR) 可 变 串 联 重 
复 序列 

vatriant surface glycoptotein (VSG) 可 变 的 表面 糖 和 蛋白 

vector 载体 

vegetative cell 营养 性 细胞 

vesicular stomatitis virus 水 泡 性 口 炎 病毒 

viroplasm 病毒 质 

vRNA 病毒 RNA 

viroid 类 病毒 

virusoid 类 类 病毒 

virus-like particle (VLP) 拟 病 毒 颗 粒 

voltage-gated ion channel 电位 门 控 的 离子 通道 

vorinostat 伏 立 诺 他 


Werner's syndrome 威 那 氏 综合 征 

whole-genome-amplification (WGA) 全 基因 组 扩 增 

Wilms'” tumor 1 associating protein (WTAP) 肾 母 细胞 
瘤 1 相关 和 蛋白 

wobble rules 摆动 规则 

Writhing number 缠绕 数 

winged helix 恤 式 螺旋 


Xenopus 爪 风 
Xeroderma pigmentosum (XP) 着 色 性 干 皮 病 


zigzag“Z” 字 形 

Zinc finger 锌 指 结构 

Zinc-coordinating DNA-binding domain 钙 配 位 DNA 结 
合 结构 域 

zinc finger nuclease (ZEN) 鲜 指 核酸 酶 

zygotene 合 线 期 


yeast artificial chromosome (YAC) 醇 古 人 工 染 色 体 
yeast two-hybrid system 酵母 双 杂 交 系 统 
Yerszizzza zpestis 牛 和 上 鼠疫 杆菌 
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BiP 
BRET 
CAF-1 
CAP 
cAMP 
CaMV 
CBP 
cccCDNA 
CCR5 
CDK 
CEN 
CHRAC 
CNX 
cDNA 
CRP 
CJD 
CPD 
CPSF 
CRE 
CRISPR 


常见 英文 缩写 


英文 全 称 

ATPases Associated with diverse cellular Activities 
arminoacyj-tRNA synthetase 

adenosine deaminase acting on RNA 
Acquired Immune Deficiency Syndrome 
anaphase-promoting complex 
autonomously replicating sequence 
azidothyrmine 

bacterial artificial chromosome 

TFIB recognition element TFITB 

base excision repalr 

binding immunoglobulin protein 
bioluminescence resonance energy transfer 
chromatin assembly factor 1 

catobolite activator protein 

cyclic AMP 

Cauliflower mosaic virus 

cap-binding protein 

covalently-closed circular 

C-C motif receptor 5 

cyclin-dependent kinase 

centromere 

chromatin accessibility complex 

calnexin 

complementary DNA 

Chromatin Immunoprecipitation 
Creutzfeldt-Jakob disease 

cyclobutane pyrimidine dimmer 

cleavage and polyadenylation Specificity factor 
cAMP-response element 

the clustered regularly interspaced short palindromic 
repeat-associated 

cAMP receptor protein 

calreticulin 

cryptochrome 

Cockayne Syndrome 

cleavage stimulation factor 
carboxyl-terminal domain 

CXC motif receptor 4 


中 文 译 称 

细胞 多 种 活性 相关 的 ATP 酶 
氨 酰 tRNA 合成 酶 

作用 RNA 的 腺 苷 酸 脱 氨 酶 
人 类 获得 性 免疫 缺陷 综合 征 
后 期 促进 复合 物 

自主 复制 序列 

释 氮 胸 苷 ( 齐 多 夫 定 ) 
细菌 人 工 染 色 体 

TFTB 识 别 元 件 

碱 基 切 除 修复 
结合 免疫 球 蛋 白 蛋 白 
生物 发 光 共 振 能 量 
染色 质 组 装 因子 1 

分 解 物 激活 和 蛋白 

环 腺 苷 酸 

花椰菜 镶 骨 病毒 

帽子 结合 蛋白 

共 价 闭环 DNA 
C-C 模 体 受 体 5 

周期 蛋白 依赖 性 蛋白 质 激酶 
着 丝 粒 

染色 质 可 及 复合 物 

钙 凝 素 

互补 DNA 
染色 质 免 疫 沉 演 

克 雅 氏 病 

环 丁 烷 喀 啶 二 聚 体 

剪 切 /多 聚 腺 苷 酸化 特异 性 因子 
cAMP 反应 元 件 

成 篮 有 规律 间 插 短 回 文 重复 序列 相关 系统 


cAMP 受 体 蛋白 
钙 网 质 素 

隐蔽 色素 

柯 凯 因 氏 症 候 群 
剪 切 刺激 因子 
羧基 端 结构 域 
C-X-C 模 体 受 体 4 


本 C 
EMSA 
ENCOL 站 
了 PPO 

ESE 


DNA adenine methyltransferase 

3 ,5 -dideoxynucleotide 
Dbf4-dependent protein kinase 
dimethylsulphate 

deoxynucleic acid 

DNA polymerase 

downstream promoter element 
Double-strand break repair 
diphtheria toxin 

ethidium bromide 

elongation factor 

exorrjunction complex 
electrophoretic mobility shift assay 
the Encycjopedia of DNA _ Elements 
erythropopoetin 

exonic splicing enhancer 

expressed sequence tag 
ER-associated degradation pathway 
thefacilitates chromatin transcription complex 
factor for inversion stimulation 
fiuorescent in situ hybridization 
fluorescence resonafice ener8y transfer 
green fluorescent protein 
glucocorticoid hormone-response element 
Glutamine Synthase-A 

flap endonucleasel 

guide RNA 

histone acetyltransferase 

haplotype mapping project 
Hepatitis B virus 

histone deacetylase 

histone demethyltransferase 
human epigenomic project 

也 uman Cenome Project 

human immunodeficency Virus 
histone tmethyltransferase 
Chereditary non-polyposis colorectal cancer 
Human.Protein Atlas 

human proteome Project 
heat-shock protein 

homologous recombination 
hormone response element 
integration host factor 

initiation factor 


isopropyl beta-Dr-thiogalactoside 


见 英文 缩写 


于 


DNA 腺 嗓 吟 甲 基 转 移 酶 
3 ,5 - 双 脱 氧 核 苷 酸 
Dbpf4 依赖 性 蛋白 质 激酶 
硫酸 二 甲 酯 

脱氧 核糖 核酸 

DNA 聚合 酶 

下 游 启动 子 元 件 

双 链 断裂 修复 

白喉 毒素 

溴 化 乙 喧 

延伸 因子 

外 显 子 连接 复合 物 
电泳 泳 动 变化 分 析 
DNA 元件 百科 全 书 
红细胞 生成 素 

外 显 子 剪 接 增强 子 
表达 序列 标签 

内 质 网 关联 的 蛋白 质 降 解 途径 
促进 染色 质 转录 复合 物 
倒 位 刺激 因子 

奖 光 原 位 杂交 

荧光 共振 能 量 

绿色 荧光 和 蛋白 

糖 皮质 激素 反应 元 件 
谷 氨 酰胺 合成 酶 A 
翼 式 内 切 酶 1 

指导 RNA 

组 蛋白 乙酰 转移 酶 
单 体型 图 计划 
乙 型 肝炎 病毒 

组 蛋白 去 乙酰 酶 

组 蛋白 去 甲 基 转 移 酶 
人 类 表 观 基因 组 计划 
人 类 基因 组 计划 

人 类 免疫 缺陷 病毒 

组 蛋白 甲 基 转 移 酶 
遗传 性 非 息 肉 直 肠 瘤 
人 类 和 蛋白 质 图 集 

人 类 和 蛋白 质 组 计划 

热 激 蛋白 或 热 休 友和 蛋白 
同 源 重 组 

激素 反应 元 件 

整合 宿主 因子 

起 始 因子 

异 丙 基 硫 代 -B-D- 半 乳糖 昔 


615 


lncRNA 
LINE 
LTR 


MDA 
micRNA 
MITE 
MMR 
MMTYV 
MRE 


insulin-response element 
ironr-response element 

internal ribosome entry Site 
insertion sequences 

intervening sequence 

long noncoding RNA 

long interspersed nuclear elements 
long terminal repeat 
matrix-assSociated region 

multiple cloning Sites 
mini-chromosome maintenance 
Multiple Displacement Amplification 
mRNA-interfering complementary RNA 
miniature inverted-repeat transposable elements 
mismatch repair 

mouse mammary tumor ViTrUS 

Imetal response element 

messenger RNA 
mitochondriaj-import stimulating factor 
nucleoside diphosphate 

nucleotide excision repair 
non-homologous end joining 

nuclear localization signal 
nonsense-mediated mRNA decay 
nucleoside monophosphate 
nuclearpore complex 

non-functional TRNA decay 

nonstop mRNA decay 

Nitrogen regulator protein-C 
nucleoside triphosphate 

Origin recognition complex of proteins 
open reading frame 

poly A binding protein 
P1-derivedArtificial Chromosome 
primer-binding site 

proliferating cell nuclear antigen 
polymerase chain reaction 

protein disulphide isomerase 
polynucleotide phosphorylase 
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 
PerOxisome targeting Sequence 

rapid amplification of cDNA ends 
ribosome binding site 
RNA-dependent RNA polymerase 


restriction endonuclease 


胰岛 素 反应 元 件 
铁 反 应 元 件 

内 部 核糖 体 进入 位 点 
插入 序列 

间 插 序列 

长 非 编 码 RNA 

长 散布 核 元 件 

长 末端 重复 序列 

基质 相关 区 域 

多 克隆 位 点 
微型 染色 体 维护 蛋白 
多 重 取代 扩 增 
信使 干扰 互补 RNA 
微型 反 向 重复 转 座 元 件 
错 配 修复 

小 鼠 乳 腺 肿瘤 病毒 
金属 反应 元 件 

信使 RNA 
线粒体 输入 刺激 因子 
核 苷 二 磷酸 

核 背 酸 切 除 修 复 

非 同 源 未 端 连 接 

细胞 核定 位 信和 号 

无 义 介 导 的 mRNA 降解 
核 苷 酸 单 磷酸 
核 孔 复 合 物 

无 功能 rRNA 的 降解 
无 终止 mRNA 降解 

氮 调 节 和 蛋白 C 
核 苷 三 磷酸 

起 始 区 识别 蛋白 质 复合 体 
可 读 框 
poly A 结合 蛋白 

P1 哆 菌 体 的 人 工 染 色 体 
引物 结合 位 点 

分 裂 细胞 核 抗原 
聚合 酶 链 式 反 应 
蛋白 质 二 硫 键 异 构 酶 
多 聚 核 苷 酸 磷酸 化 酶 
肽 酰 且 氨 酰 异 构 酶 

过 氧化 物 酶 体 定向 序列 
cDNA 未 端 快速 扩 增 法 
核糖 体 结合 位 点 

RNA 依赖 性 RNA 聚合 酶 
限制 性 内 切 酶 


SINE 
siRNA 
SMP-DNA 
SNAPC 
SnoRNA 
SnRNA 
SNP 


stRNA 
SV40 
TALEN 
TBP 
TCR 
TCGA 
工 IM 
TILA 
TOM 
TF 
tmRNA 
TMV 


release factor 


replication factor C 


restriction fragment length polymorphism 


RNA-Induced Silencing Complex 
RNA polymerase 

reactlve OXygen SDecles 

replication protein A 

ribosome recycling factor 

Teverse transcriptase 

ribonucleic acid 

RNA arbitrarily primed PCR 
interfering RNA 

ribosomal RNA 

Rous sarcoma virus 

serialanalysis of gene expression 
Sadenosylmethionine 

sequencing by hybridization 

severe combined immunodeficiency 
short interspersed nuclear element 
short-interfering RNA 

slipped mispaired DNA 

SnRNA activating protein compjlex 
small nucleoleic RNA 

small nuclear RNA 

single nucleotide polymorphism 
serum response element 

Signal recognition particle 
single-stranded DNA-binding protein 
sequencertagged Site 

small temporal RNA 


Simian virus 40 


transcription activator-like effector nuclease 


TATAbox binding Protein 

T-cell receptor 

the cancer genome atlas 

Transport across the Inner Membrane 
translesion Synthesis 

Transport across the Outer Membrane 
transcription factors 

transfer messenger RNA 

tobacco mosaic virus 

transcription repair coupled factor 
transfer RNA 

tandem repeated sequence 


trichothiodystrophy 


常见 英文 缩写 


释放 因子 

复制 因子 C 
限制 性 片段 长 度 多 态 性 
RNA 诱导 的 沉默 复合 物 
RNA 聚合 酶 

活性 氧 

复制 蛋白 A 

核糖 体循环 因子 
逆转 录 酶 

核糖 核酸 

RNA 随机 引物 聚合 酶 链 式 反 应 
干扰 RNA 

核糖 体 RNA 

劳 氏 肉瘤 病毒 

基因 表达 系列 分 析 
S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 

杂交 测序 

严重 复合 型 免疫 缺乏 综合 征 
短 散 布 核 元 件 

短 干 扰 RNA 

滑动 错 配 DNA 
snRNA 激活 蛋白 复合 物 
核 仁 小 RNA 

核 小 RNA 

单 核 音 酸 多 态 性 

血清 反应 元 件 

信和 号 识别 颗粒 

单 链 DNA 结合 蛋白 
序列 标签 位 点 

时 间 小 RNA 
猿 猴 病 毒 40 

拟 转录 激活 蛋白 效应 物 核酸 酶 
TATA 盒 结 合 蛋白 

工 细胞 受 体 

癌症 基因 组 图 集 

横 跨 内 膜 的 转运 蛋白 
跨 损 伤 合 成 

横 跨 外 膜 的 转运 蛋白 
转录 因子 

转移 信使 RNA 
烟草 花 叶 病 毒 

转录 修复 偶 联 因子 
转移 RNA 

串联 重复 序列 

毛发 二 硫 键 营养 不 良 症 
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terminal uridylyl transferase 

upstream activator Sequence 

uracil DNA glycosidase 

upstream proximal elements 

variable number tandem repeated sequence 

variant Surface glycoprotein 

Xeroderma pigmentosum 

5- bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D=-galactoside 
yeast 


zinc finger nuclease 


末端 尿 苷 酸 转 移 酶 

上 游 激活 子 序列 

尿 喀 啶 - DNA 糖苷 酶 

上 游 临近 元 件 

可 变 串 联 重复 序列 

可 变 的 表面 糖 蛋白 

着 色 性 干 皮 病 

5 -省 -4- 氯 - 3 - 吗 噪 -8B- D- 半 乳糖 苷 
artificial chromosome 酵母 人 工 染 色 体 
锌 指 核酸 酶 
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